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Resumen 

 

El defecto de hinchazón tardía es una de las principales causas de deterioro en 
quesos duros y semiduros, afectando su calidad y valor comercial. Este defecto 
es provocado por especies de Clostridium (C. tyrobutyricum, C. sporogenes, C. 
butyricum y C. beijerinckii) durante la etapa de maduración quesera, en la cual 
las esporas clostridiales germinan y las células vegetativas fermentan lactato 
produciendo gases (H2 y CO2) que se acumulan en la masa del queso, originando 
ojos irregulares, rajaduras y abombamiento de la horma. También es frecuente 
la ocurrencia de aromas desagradables y sabor rancio por los ácidos orgánicos 
generados. Los métodos convencionales aplicados por la industria para prevenir 
esta alteración no son completamente efectivos, por lo que se buscan estrategias 
alternativas como la utilización de cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) 
inhibitorias de Clostridium, como cultivos adjuntos en la elaboración quesera. El 
objetivo general de este trabajo fue estudiar el potencial anticlostridial de las 
cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus, provenientes de productos lácteos, y evaluar 
su efectividad como cultivos biopreservantes en la elaboración de queso. En la 
primera etapa del trabajo, se realizaron estudios in vitro para determinar la 
compatibilidad de las cepas 26 y 95 con cepas BAL iniciadoras comerciales, y el 
proceso de producción quesera. Las cepas evaluadas no afectaron el desarrollo 
de las cepas BAL comerciales, ni produjeron cantidades detectables de gas por 
fermentación de carbohidratos. Además, las cepas 26 y 95 toleraron las 
concentraciones de sal empleadas en el proceso de elaboración. Estos 
resultados sugieren que las cepas mantendrían su viabilidad en el queso y no 
generarían defectos en las características sensoriales del producto. En la 
siguiente etapa se elaboraron quesos tipo Dambo a nivel experimental, en los 
cuales se evaluó la efectividad de las cepas para inhibir el desarrollo de 
Clostridium durante el período de maduración. De acuerdo a los resultados 
microbiológicos y fisicoquímicos obtenidos, ambas cepas lograron inhibir el 
crecimiento de C. tyrobutyricum y prevenir la aparición de hinchazón tardía, sin 
alterar las propiedades fisicoquímicas del producto final. Estos resultados 
respaldarían el potencial de dichas cepas como cultivos biopreservantes 
compatibles con el proceso de elaboración quesera. Finalmente, las cepas 26 y 
95 fueron identificadas por secuenciación del genoma completo, y mediante 
análisis bioinformáticos se buscaron determinantes genéticos de importancia 
para el uso biotecnológico de las cepas en la producción de alimentos. Se logró 
identificar a la cepa 26 como Lacticaseibacillus zeae subsp. silagei, y a la cepa 
95 como Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. El análisis bioinformático 
de los genomas bacterianos no detectó genes asociados a resistencia a 
compuestos antimicrobianos ni genes codificantes para factores de virulencia, lo 
que sugiere que las cepas 26 y 95 serían inocuas para el ser humano. Además, 
se identificaron regiones genómicas potencialmente asociadas a la síntesis de 
bacteriocinas. En conjunto, los resultados obtenidos destacan que las cepas 26 
y 95 reúnen propiedades tecnológicas favorables, junto con perfiles de inocuidad 
y actividad bioprotectora comprobados, lo que las convierte en excelentes 
candidatas para su utilización como cultivos biopreservantes en la elaboración 
de quesos, constituyendo una alternativa efectiva para prevenir el defecto de 
hinchazón tardía y mejorar la calidad del producto final. 
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Introducción y antecedentes 

 

1. Generalidades de la industria láctea nacional e importancia de la 
producción de quesos 

 
En Uruguay la producción lechera abarca aproximadamente el 5 % del territorio. 
Ésta se concentra principalmente en los departamentos de Colonia, San José, 
Canelones y Florida, región genéricamente denominada cuenca lechera del sur, 
y los departamentos de Soriano, Rio Negro, Paysandú, Salto y Artigas que 
integran la llamada cuenca lechera del litoral (Instituto Nacional de la Leche 
[INALE], 2011; Rosa y Arbeletche, 2016). Actualmente hay aproximadamente 
3000 productores lecheros, de los cuales el 74 % remite su producción a la 
industria, 2114 millones de litros de leche, que corresponden al 90 % del volumen 
total. El resto de los productores destina su producción a la elaboración de 
quesos artesanales, principalmente Colonia, Dambo y Sbrinz que se consumen 
en el mercado interno, representando el 50 % del consumo total (Sténeri, 2003; 
González Cocaro et al., 2017; INALE, s.f.; Wenzel, 2025). 
  
La industria destina el 67 % de la leche recibida a la producción de polvos 
lácteos, 26 % a la elaboración de quesos, 4 % a la manufactura de leche 
pasteurizada y leche UHT, mientras que el 2 % se emplea en la producción de 
yogur, el 1 % restante comprende diversos productos lácteos elaborados en 
menor cantidad (Dirección Nacional de Estadísticas Agropecuarias [DIEA], 2024, 
INALE, 2025). Cabe mencionar que el 70 % de la producción es exportado y sólo 
el 30 % se comercializa en el mercado interno (INALE, s.f.). 
 
Los productos lácteos ocupan el cuarto puesto en cuanto a ganancias 
económicas anuales del país por exportaciones de bienes, mientras que la 
celulosa se encuentra en primer lugar, la carne bovina en el segundo puesto y la 
soja en la tercera posición del ranking. El monto facturado por este sector lechero 
en el año 2024 fue USD 854 millones de dólares (Uruguay XXI, 2024; INALE, 
2025). Los productos lácteos nacionales más vendidos en los mercados 
internacionales son la leche en polvo y los quesos, correspondiendo 
respectivamente al 76 % y 13 % de las ganancias totales (Uruguay XXI, 2024; 
DIEA, 2024). A nivel mundial, Uruguay ocupa el 33.er puesto del ranking por 
facturación en exportaciones de quesos y el segundo de Latinoamérica, después 
de Argentina (Observatory of Economic Complexity, OEC, 2023). De acuerdo al 
porcentaje de facturación, los principales países compradores de quesos de 
producción nacional, son Brasil (34%), México (17 %), Chile (12 %), Paraguay (6 
%) y Rusia (6%) (INALE, 2025). 
 
Las variedades queseras semiduras y duras representan el 51 % del volumen 
total exportado por nuestro país. Algunos de los principales quesos de pasta dura 
comercializados en otros mercados, presentan características similares al 
Sbrinz, Parmesano y el Grana. Con respecto a los quesos de textura semidura, 
se destacan las variedades semejantes al Gouda, Emmental, Gruyere y Dambo. 
En cuanto a las variedades de pasta blanda, los más importantes son los tipos 
Mozzarella y Feta (Cantisani Fuentes et al., 2021; González Cocaro et al., 2017; 
Carro, 2024; Wenzel, 2025). 
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En la última década, las ganancias y los volúmenes de quesos exportados por 
nuestro país han sufrido una caída progresiva, en parte debido a la reducción en 
el precio internacional de esta variedad de productos y la retracción de la 
demanda de algunos de los principales países compradores, por ejemplo Rusia. 
La tendencia observada es parte de un estancamiento desde el año 2021 en la 
demanda global por parte de los principales países compradores de lácteos 
(INALE, 2025; van Heerden, 2023). Asimismo, las medidas económicas 
proteccionistas implementadas por la Unión Europea, China y Estados Unidos, 
han dificultado el acceso a dichos mercados. Por otra parte, ciertos países como 
Australia y Nueva Zelanda, tienen tratados comerciales con algunos de los 
principales países consumidores de productos lácteos, entre ellos China, 
resultando difícil vender los productos nacionales a precios competitivos (Terra, 
2018; Uruguay XXI, 2021).   
 
En referencia a la exportación de quesos a países latinoamericanos como Brasil 
y Argentina, en algunos períodos se han consolidado como los principales 
compradores de estos productos. Sin embargo, han atravesado épocas de 
inestabilidad económica que los han llevado a reducir sus importaciones (Terra, 
2018; Uruguay XXI, 2020). También debe tenerse en cuenta que Uruguay debe 
competir con países como España, Italia, Francia y Suiza que son considerados 
referentes a nivel mundial por ciertas variedades de quesos con denominación 
de origen protegida, también conocida como designación PDO por la sigla en 
inglés (van Heerden, 2023; Tintrop et al., 2025). Todo lo anterior hace necesario 
que Uruguay busque diversificar los mercados a los cuales destina sus 
productos, estableciendo acuerdos económicos con países y bloques regionales. 
Asimismo, resulta esencial mantener la calidad de los quesos producidos, 
destacar el valor agregado del bienestar animal y el cuidado del medio ambiente 
a lo largo de toda la cadena láctea, así como elaborar variedades queseras con 
características diferenciadas que puedan ser reconocidos como productos con 
estatus PDO (Uruguay XXI, 2021; Falih et al., 2024; INALE, 2025; Wenzel, 2025). 
 
2. Defectos en quesos 
 
2.1. Defectos de origen fisicoquímico 
 
Uno de los problemas que debe enfrentar la industria quesera es la aparición de 
defectos que reducen la calidad del producto elaborado y por lo tanto su valor 
económico. En casos graves, la reputación de las empresas puede verse 
afectada, disminuye la demanda de productos en el mercado interno y se pierden 
mercados compradores en el exterior. El deterioro de los quesos se debe a 
alteraciones fisicoquímicas o microbiológicas (Ellner, 2016; Reinheimer, 2022; 
Bettera et al., 2023). La modificación de los parámetros fisicoquímicos del queso 
y/o del ambiente al que está expuesto, puede conducir a defectos en cualquier 
etapa de la elaboración si se realiza fuera de los rangos correspondientes para 
el tipo de queso producido. Por ejemplo, durante la etapa de prensado del queso, 
si la presión es insuficiente, pueden aparecer ojos mecánicos en la horma por 
falta de compactación de los granos de cuajada. En cambio, una presión 
excesiva conduce a una dureza mayor a la necesaria (Domenech y Venturino, 
2011; Saito, 2014; Crespo et al., 2020; Ong et al., 2022). Otro ejemplo es el 
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salada del queso, si el tiempo de permanencia en la salmuera no es suficiente, 
el queso carece de sabor y la textura es más blanda porque retiene más 
humedad. Sin embargo, si el tiempo de permanencia excede lo necesario, se 
obtiene un sabor demasiado salado y la textura resultante es muy dura debido a 
la pérdida de humedad (Domenech y Venturino, 2011; Giroux et al., 2022). El 
monitoreo adecuado de los parámetros fisicoquímicos a lo largo del proceso de 
manufactura suele evitar esta clase de defectos. 
 
2.2.  Defectos de origen microbiológico 
 
Con respecto a los defectos queseros de origen microbiológico, suelen 
producirse cuando en el proceso de manufactura no se logra prevenir la 
contaminación del producto con microorganismos causantes de deterioro, y no 
es posible su eliminación o la inhibición de su crecimiento por los métodos de 
control empleados.  
 
Uno de los defectos frecuentes es la hinchazón temprana. Esta alteración puede 
aparecer durante el moldeo, salado o en los dos primeros días de maduración 
del queso. Se caracteriza por la presencia de numerosos ojos pequeños en la 
masa del queso, producto de la acumulación de CO2, que le confieren apariencia 
esponjosa. Este gas es generado por fermentación de la lactosa remanente en 
la cuajada, proceso que en la mayoría de los casos es realizado por bacterias 
coliformes, aunque también puede deberse a levaduras contaminantes (Tabla et 
al., 2018; Lampien, 2023; Moawad y Khalil, 2021; Velasco et al., 2025). Entre las 
bacterias coliformes comúnmente asociadas con este defecto se encuentran 
Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Klebsiella oxytoca, Citrobacter braakii, 
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae y Hafnia alvei (Tabla et al., 2018; 
Martin et al., 2021; Pasquali et al., 2022). La pasteurización de la leche permite 
eliminar a este grupo bacteriano y por lo tanto evita la ocurrencia de hinchazón 
temprana por estos microorganismos. Sin embargo, si el proceso de 
pasteurización no se realiza correctamente, los coliformes permanecen viables 
y pueden causar la alteración. Por otro lado, si las condiciones higiénicas del 
proceso de elaboración quesera son deficientes, la recontaminación microbiana 
es factible (Moawad y Khalil, 2021; Tabla et al., 2022; Velasco et al., 2025). Es 
importante mencionar que el crecimiento de bacterias coliformes en la cuajada 
tiene lugar, cuando la velocidad de crecimiento del cultivo iniciador que fermenta 
la lactosa, es menor a la esperada, en consecuencia, el desarrollo de acidez 
ocurre más lentamente y queda lactosa residual que es fermentada por las 
bacterias coliformes (Tabla et al., 2022; Lampien, 2023; Velasco et al., 2025).  
 
En referencia a la hinchazón temprana causada por levaduras, para su 
ocurrencia la carga microbiana debe ser superior a 104 - 106 UFC/g (Geronikou 
et al., 2020; Makki et al., 2020; Bintsis, 2021). Las especies de levaduras 
usualmente asociadas con la aparición del defecto son Kluyveromyces lactis, 
Torulaspora delbrueckii, Debaryomyces hansenii, Dekkera anomala, Candida 
sphaerica, Yarrowia lipolytica, Torulaspora blattae y Lachancea thermotolerans 
(Geronikou et al., 2020; Makki et al., 2020; Bintsis, 2021). La incidencia de la 
hinchazón temprana causada por levaduras es mayor cuando se emplean 
fermentos queseros compuestos únicamente por cepas de bacterias ácido 
lácticas (BAL) galactosa-negativas, en estas condiciones, la galactosa no 
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metabolizada por las cepas BAL es fermentada por levaduras galactosa-
positivas, produciéndose más cantidad de CO2 (Geronikou et al., 2020; Zheng et 
al., 2021).  
 
El crecimiento de levaduras en los quesos también puede provocar otras 
alteraciones como ablandamiento y sabor amargo por proteólisis de las 
caseínas; sabores desagradables, a rancio, agrio, jabonoso o frutal por 
producción de ácidos grasos de cadena media y corta mediante lipólisis; y 
compuestos volátiles como alcoholes, aldehídos, cetonas y ésteres por 
degradación de ácidos grasos y aminoácidos (Makki et al., 2020; Zheng et al., 
2021). Otro defecto provocado es la aparición de manchas de color marrón, 
rosada o roja en la corteza del queso, principalmente por crecimiento de Yarrowia 
lipolytica, Rhodotorula spp., Candida spp. y Debaryomyces spp. (Geronikou et 
al., 2020; Lampien, 2023; Di Renzo et al., 2023). Además, la proliferación de 
levaduras en los quesos provoca un aumento del pH por la liberación de NH3 y 
catabolismo del lactato, facilitando el crecimiento de otros microorganismos 
contaminantes, los cuales son sensibles a las condiciones ácidas del queso 
(Bintsis, 2021; Zheng et al., 2021). 
 
Los hongos filamentosos también pueden causar alteraciones en quesos que 
requieren períodos largos de maduración. Estos microorganismos pueden 
provenir del aire de la cámara de maduración, la salmuera, ingredientes 
adicionados en ciertas variedades queseras y los equipos empleados en el 
proceso de manufactura (Garnier et al., 2017; Martin et al., 2021). El crecimiento 
fúngico deteriora la corteza del queso por detección visual del micelio, 
producción de pigmentos y generación de malos aromas y sabores. La textura 
del queso también puede ser afectada por la intensa actividad proteolítica y 
lipolítica de los hongos (Garnier et al., 2017; Martin et al., 2021; Prado Martin y 
Cotter, 2023). Los géneros contaminantes más frecuentes son Penicillium y 
Aspergillus. Otros géneros alterantes son Mucor, Botrytis, Fusarium, Alternaria, 
Cladosporium, Rhizopus, Aureobasidium, Gliocladium, Eurotium, Epicoccum, 
Acremonium, Lecanicillium, Exophiala y Wallemia (Makki et al., 2020; Martin et 
al., 2021; Prado Martin y Cotter, 2023). Además de los defectos sensoriales, 
algunas especies de hongos pueden producir metabolitos secundarios 
denominados micotoxinas, que son perjudiciales para la salud del consumidor. 
En los quesos las micotoxinas que suelen ser detectadas son Ocratoxina A 
(OTA), Esterigmatocistina (STC), las Aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2; 
Citrinina (CIT), Penitrem A, Ácido Ciclopiazónico (CPA), Ácido Micofenólico 
(MPA) y Roquefortina-C (ROQ-C) (Hymery et al., 2014; Dobson, 2017; Garnier 
et al.,2017; Prado Martin y Cotter, 2023). 
 
Algunas de las medidas más adecuadas para prevenir el desarrollo de hongos y 
levaduras en los quesos consisten en filtrar y pasteurizar la salmuera en forma 
frecuente, en la cámara de maduración se debe controlar que la temperatura y 
la humedad relativa se mantengan en los rangos óptimos y que el flujo de aire 
sea suficiente para evitar condensación de agua en la corteza del queso. La 
aplicación de ozono en la cámara de maduración, así como el tratamiento de los 
quesos con sorbatos, benzoatos o natamicina son medidas que también 
contribuyen a reducir la presencia de estos microorganismos (Tabla y Roa, 2022; 
Silva et al., 2023; Aranda et al., 2025).  
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El defecto de hinchazón tardía es una alteración que ocurre en quesos duros y 
semiduros, a partir de las cuatro a seis semanas de maduración, aunque suele 
detectarse entre el segundo y tercer mes de maduración (Esteban et al., 2020; 
Martin et al., 2021; Bettera et al., 2023). El defecto se caracteriza por la presencia 
de ojos irregulares, rajaduras o cavernas en la masa del queso que son causados 
por la proliferación de especies de Clostridium contaminantes. En la 
fermentación ácido butírica producida por estas bacterias se generan gases, CO2 
y H2, cuya acumulación origina dichas aberturas. También pueden percibirse 
malos aromas y sabores por la producción de ácido butírico y acético (Bettera et 
al., 2023; Sánchez et al., 2024; Velasco et al., 2025). En el apartado 2.3 de esta 
sección se aborda con mayor detalle este defecto, así como las estrategias 
aplicadas en la producción quesera para controlar el crecimiento de Clostridium 
y reducir la ocurrencia de hinchazón tardía.  
 
Las bacterias psicrótrofas como Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, 
Chryseobacterium, Serratia y Achromobacter, forman parte de la microflora de la 
leche cruda y pueden ser eliminados por pasteurización, pero producen 
proteasas y lipasas que son termoestables, por lo que mantienen su actividad 
enzimática, generando péptidos amargos y ácidos grasos de sabor rancio que 
pueden transferirse al queso elaborado. Incluso, algunas de estas enzimas 
pueden permanecer activas en la etapa de maduración quesera, alterando el 
perfil proteolítico y lipolítico del producto final. Además, algunas especies de 
estos géneros producen pigmentos que alteran la coloración del queso (Yuan et 
al., 2018; Yeluri Jonnala et al., 2021; Reinheimer, 2022; Ritschard y Schuppler, 
2024). La estrategia más adecuada para disminuir la aparición de estas 
alteraciones, consiste en implementar correctas prácticas de manejo en el 
tambo, con el fin de minimizar la contaminación de la leche cruda con estos 
microorganismos a partir de los ambientes en que se encuentran (agua, suelo y 
pasturas) (Yuan et al., 2018; Reinheimer, 2022; Ritschard y Schuppler, 2024). 
 
El desarrollo de bacterias ácido lácticas (BAL) generalmente contribuye a la 
producción de los quesos aportando características deseadas de sabor, aroma 
y textura. Sin embargo, se han reportado defectos atribuidos al crecimiento de 
ciertas cepas de BAL. Una de estas alteraciones es la presencia de pigmentación 
rosada, roja o marrón en la corteza de los quesos provocada por cepas de 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus y 
Leuconostoc al metabolizar tirosina. Este defecto también se ha atribuido al 
empleo de cepas de Streptococcus thermophilus, las cuales producen galactosa 
como subproducto de la fermentación de la lactosa, este carbohidrato establece 
reacciones de Maillard con péptidos y aminoácidos generando compuestos de 
coloración (Peralta et al., 2018; Yeluri Jonnala et al., 2021; Lampien, 2023).  
 
Otro defecto frecuente en la superficie de los quesos es la presencia de cristales 
de lactato de calcio, los cuales son producidos principalmente por cepas de 
bacterias ácido lácticas no iniciadoras (non-starter lactic acid bacteria -NSLAB-) 
durante la etapa de maduración quesera. Dichas cepas racemizan el ácido L(+)-
láctico producido en la fermentación ácido láctica, en ácido D(-)-láctico que es 
menos soluble y tiende a precipitar más cuando reacciona con el calcio, 
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originando los cristales mencionados (Johnson, 2014; Reginensi et al., 2016; 
Kiran-Yildirim et al., 2018).  
 
Por otro lado, en quesos afectados por hinchazón temprana, así como otros con 
hinchazón tardía, la producción de CO2 se ha atribuido a cepas de Leuconostoc, 
Lactococcus citrato-positivas y Lactobacillus heterofermentativos, aunque hay 
investigaciones que adjudican la generación de gas al crecimiento de bacterias 
ácido propiónicas y cepas de Bacillus con la aparición de estos defectos 
(Reinheimer, 2022; Ritschard y Schuppler, 2024).  
 
2.3. Hinchazón tardía 
 
El defecto de hinchazón tardía es la principal causa de deterioro en quesos duros 
y semiduros que reduce su calidad y valor comercial. Los quesos afectados se 
caracterizan por la presencia de ojos irregulares, rajaduras, cavernas e incluso 
abombamiento de la horma de queso. También es frecuente la generación de 
aromas y sabores desagradables. La hinchazón tardía generalmente ocurre a 
partir de las cuatro a seis semanas de maduración de los quesos. Sin embargo, 
las señales de deterioro suelen detectarse entre los dos a tres meses de 
maduración (Gómez-Torres et al., 2019; Esteban et al., 2020; Cecere et al., 2021; 
Sánchez et al., 2024; Velasco et al., 2025). Esta alteración es producida por 
especies de Clostridium, principalmente por C. tyrobutyricum, aunque C. 
butyricum, C. beijerinckii y C. sporogenes también son causantes frecuentes. 
Otras especies contaminantes pero menos reportadas son C. pasteurianum, C. 
tertium, C. bifermentans (recientemente renombrado como Paraclostridium 
bifermentans), C. perfringens, C. tetanomorphum, C. novyi y C. jeddahense 
(renombrado como Faecalispora jeddahense) (Bermúdez et al., 2016; Brändle et 
al., 2016; Doyle et al., 2018; Silvetti et al., 2018; Ávila et al., 2023a; Kaya et al., 
2023; Klijn et al., 2025). 
 
Las bacterias del género Clostridium son anaerobias, formadoras de esporas, 
que se encuentran en distintos ambientes del tambo tales como suelo, ensilados, 
heces de los animales y agua, desde los cuales logran acceder a la leche cruda 
durante el proceso de ordeño (Esteban et al., 2020; Cecere et al., 2021; 
Ertürkmen y Öner, 2023; Kaya el al., 2023). La elevada resistencia de las esporas 
a condiciones adversas de pH, temperatura, radiación UV, agentes 
desinfectantes, baja actividad de agua, entre otras, hace difícil su eliminación, 
pudiendo permanecer en la línea de producción durante largos períodos de 
tiempo y contaminar el producto final (Doyle et al., 2015; Murphy et al., 2016; 
Oliveira et al., 2016; Esteban et al., 2020). Sumado a lo anterior, se sabe que 
Clostridium puede producir biopelículas (biofilms), pero no hay investigaciones 
suficientes sobre las condiciones en que se forman y su estabilidad frente a 
distintos procesos de limpieza y desinfección. En consecuencia, se desconoce 
cuál es su relevancia en la permanencia y dispersión de Clostridium en el 
ambiente de producción quesera (Pantaléon et al., 2014; Khan, 2017; Diarra et 
al., 2023). 
 
La ocurrencia de la hinchazón tardía depende de varios factores. En primer lugar, 
cuanto mayor es la carga de esporulados anaerobios presentes en la leche, más 
alta es la incidencia del defecto. Asimismo, las especies de Clostridium difieren 
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en su actividad gasificante, incluso pueden existir discrepancias entre cepas de 
una misma especie (Le Bourhis et al., 2007; Garde et al., 2011a; Arias, 2013; 
Brändle et al., 2016; Podrzaj et al., 2020). Algunos estudios determinaron que 
hay mayor incidencia del defecto en quesos contaminados con mezclas de cepas 
de C. tyrobutyricum con C. beijerinckii y/o C. sporogenes. Esto podría deberse a 
la existencia de sinergismo entre las especies mencionadas (Le Bourhis et al., 
2007; Garde et al., 2011a).  
 
Las combinaciones de temperatura y tiempo asociadas a los procesos de salado, 
cocción y maduración de los quesos también inciden en la aparición del defecto 
porque pueden potenciar la germinación de las esporas clostridiales. Las 
características fisicoquímicas de pH, concentración de sal, así como el contenido 
de lactato, grasa, aminoácidos libres y humedad del producto final también 
influyen en la ocurrencia de hinchazón tardía. En consecuencia, las distintas 
variedades queseras no presentan la misma susceptibilidad al defecto (Postollec 
et al., 2012; Brändle et al., 2016; Oliveira et al., 2016; Burtscher et al., 2020; 
Renoldi et al., 2024). Algunos investigadores consideran que los quesos más 
propensos son los que tienen valores de pH mayores o iguales a 5.2 - 5.6, una 
tasa de difusión de NaCl lenta en la etapa de salado, alta concentración de 
lactato disponible y se maduran a temperaturas superiores a 10 °C durante varios 
meses (Podrzaj et al., 2020; Qian et al., 2022; Carminati et al., 2024). Además, 
el desarrollo de otros microorganismos en la matriz del queso puede inhibir o 
estimular el crecimiento de Clostridium. En referencia a este último factor, hay 
trabajos que reportaron mayor proliferación de Clostridium en quesos que 
también presentaron predominancia de ciertas especies de BAL, entre ellas 
Streptococcus thermophilus, Lacticaseibacillus rhamnosus y Lactobacillus 
delbrueckii (Bassi et al., 2015; Murphy et al., 2016; Velasco et al., 2025). Debido 
a que la incidencia del defecto es multifactorial, no hay consenso entre los 
trabajos científicos que han determinado la carga de esporas clostridiales 
necesaria para que la alteración se produzca, existiendo valores mínimos 
reportados de 10 a 1000 esporas/L de leche (Stadhouders, 1990; Klijn et al., 
1995; Bachmann, 1999; Borreani y Tabacco, 2008; Garde et al., 2012; Summer 
et al., 2014; Doyle et al., 2015; Burtscher et al., 2020, 2024).  
 
2.3.1. Relevancia del defecto de hinchazón tardía 
 
La hinchazón tardía es la principal causa de deterioro en quesos duros y 
semiduros que ocurre durante su maduración que es la última etapa del proceso 
de elaboración y no puede ser corregido. Esto tiene un doble impacto económico 
para la industria láctea por los recursos financieros invertidos a lo largo de toda 
la línea productiva y las pérdidas económicas asociadas al descarte de los 
quesos severamente afectados, ventas a precios más bajos en el mercado local 
respecto a los precios que pueden conseguirse en mercados internacionales, así 
como a la elaboración de queso rallado y fundido que también producen menores 
ganancias comerciales (Ortakci et al., 2015; Xue et al., 2021; D’Incecco, 2017; 
Campfield, 2020; Díaz Muro, 2020). Además, como se explica en el apartado 1 
de esta sección, el principal destino de la producción quesera nacional, en cuanto 
a volumen comercializado e ingresos financieros generados, son los mercados 
extranjeros, la presencia de defectos atenta contra la posible expansión de estas 
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exportaciones y reduce la demanda de los países compradores (Ojeda et al., 
2014; Bettera et al., 2023; Falih et al., 2024).  
 
Actualmente ningún país cuenta con datos que permitan estimar la incidencia 
real de la hinchazón tardía en toda su producción quesera, quizás porque no se 
han implementado mecanismos que permitan recolectar este tipo de datos 
productivos, o resulta difícil su implementación. Las escasas investigaciones 
existentes han evaluado la ocurrencia del defecto en ciertas variedades 
queseras. Un estudio realizado por Biango-Daniels y Wolfe, (2021) en quesos 
artesanales producidos en Estados Unidos, reportó pérdidas frecuentes del 1 a 
5 %. En queso tipo Gouda elaborado en ese mismo país, se estimó una 
ocurrencia del defecto entre 9 a 36 % (Qian et al., 2022). Estudios realizados en 
queso Grana Padano, en Italia, determinaron tasas de deterioro entre 2 a 35 % 
con pérdidas económicas aproximadas de 25 - 35 millones de dólares 
(D’Incecco, 2017; Arnaboldi et al., 2021; Morandi et al., 2022; Guaita et al., 2024). 
Debe tenerse en cuenta que las características fisicoquímicas del producto y el 
proceso de manufactura influyen en la incidencia del defecto, por lo que resulta 
difícil extrapolar estos resultados a cualquier variedad elaborada. 
 
A pesar de la amplia literatura científica referida al defecto de hinchazón tardía, 
así como a la búsqueda y evaluación de métodos capaces de impedir o disminuir 
el desarrollo de Clostridium en quesos, no existen estrategias de control que 
sean completamente efectivas. Por otro lado, la aplicación de buenas prácticas 
agrícolas y de ordeño en la producción primaria, sólo permiten disminuir la carga 
de esporas de bacterias ácido butíricas que logran contaminar la leche cruda 
(Ávila et al., 2017; Qian et al., 2022; Velasco et al., 2025). Una medida propuesta 
para disminuir la carga de esporas butíricas en la leche y ayudar a la industria a 
estimar el riesgo de hinchazón tardía, consiste en incluir este recuento como 
parámetro de los sistemas de pago por calidad de la leche. Actualmente, la 
mayoría de los países no ha implementado este parámetro dentro de sus 
sistemas de pago. Sin embargo, algunas regiones de Francia, Italia, España, 
Suecia, Holanda, Suiza, Finlandia y Noruega, reconocidas a nivel mundial por su 
producción quesera, aplican este criterio a nivel local para el pago de la leche 
destinada a dicha producción (Mucchetti y Zambrini, 2018; Millet y Casabianca, 
2019; Dereser Puyana, 2020). 
 
En los últimos veinte años la ocurrencia de hinchazón tardía ha aumentado su 
frecuencia por distintas razones. Una de ellas es la intensificación de la 
producción lechera, que ha llevado a aumentar el aporte de ensilados en la dieta 
del ganado, los cuales son una de las principales fuentes de contaminación de 
la leche con esporas clostridiales (Lizarralde et al., 2014; Nescier et al., 2015). 
Si bien Uruguay tiene una ganadería predominantemente pastoril, también ha 
seguido esta tendencia (Chilibroste, 2015; Bermúdez et al., 2016). Otro aspecto 
de la intensificación productiva, es el aumento del tamaño de los rodeos 
lecheros, lo que implica una mayor presencia en la sala de ordeño de barro, 
pastura y estiércol, así como tiempos de ordeños más largos, favoreciendo la 
contaminación de la leche (Bermúdez et al., 2016; Cecere et al., 2021; Chilibroste 
et al., 2024). 
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Una hipótesis que podría explicar en parte el incremento en el número de casos 
de hinchazón tardía es que las condiciones de producción, los métodos de 
control del crecimiento de Clostridium, así como los procesos de limpieza y 
desinfección aplicados en las plantas queseras, estarían ejerciendo una presión 
selectiva que favorece la permanencia de cepas de bacterias ácido butíricas en 
el ambiente de producción (Postollec et al., 2012; Brändle et al., 2016). A nivel 
industrial, otro aspecto importante es que el número de quesos por lote o corrida 
de producción es mayor que en la producción artesanal. Debido a esto, la 
incidencia de hinchazón tardía suele ser mayor si la leche empleada contiene 
alta carga de esporas de Clostridium (Cosentino et al., 2015; Ávila et al., 2017).  
 
2.3.2. Métodos de prevención de la hinchazón tardía 
 
Hay varias estrategias para prevenir el desarrollo de Clostridium en los quesos y 
evitar la ocurrencia del defecto. Los métodos más empleados por la industria 
quesera son la bactofugación, la microfiltración y el agregado de preservantes 
químicos (lisozima y sales de nitrato) a la leche (Ruusunen et al., 2012; Garde et 
al., 2018). La bactofugación permite eliminar entre el 86 al 98 % de las esporas 
de bacterias anaerobias presentes en la leche, aunque ese porcentaje puede 
llegar al 99 % si se realiza una doble bactofugación (Ruusunen et al., 2012; 
Brändle et al., 2016; Velasco et al., 2025). Este método no resulta adecuado para 
evitar la hinchazón tardía cuando la carga de esporas clostridiales es elevada 
(Brändle et al., 2016). Además, existe mayor dificultad para remover las esporas 
de C. tyrobutyricum, C. beijerinckii y C. sporogenes que las pertenecientes a C. 
butyricum. También implica la pérdida de componentes de la leche, 
principalmente proteínas, pudiendo disminuir el rendimiento quesero (Brändle et 
al., 2016; Velasco et al., 2025). La microfiltración de la leche es capaz de remover 
el 99% de las esporas presentes, pero requiere separar previamente la grasa de 
la leche porque los glóbulos grasos no logran atravesar las membranas utilizadas 
(Ruusunen et al., 2012; Garde et al., 2018; Velasco et al., 2025). Además, debe 
realizarse un remplazo periódico de las membranas. Por estas razones, la 
microfiltración resulta un proceso costoso (Hassan et al., 2021; Sánchez et al., 
2024). 
 
La adición de lisozima es una estrategia ampliamente empleada por la industria 
quesera para el control de Clostridium y otras bacterias contaminantes. La 
lisozima es una enzima que provoca la ruptura del enlace glicosídico β(1-4) entre 
los compuestos ácido N-acetil murámico y N-acetil glucosamina de la pared de 
peptidoglicano, causando el debilitamiento de la pared celular y conduce a la lisis 
bacteriana (Carrillo, 2013; Bermúdez et al., 2016; El-Prince et al., 2018; Akbal y 
Öner, 2024). Existen limitaciones en la efectividad de la lisozima, como la 
existencia de recuentos de esporas clostridiales superiores a 300 esporas/L de 
leche, la resistencia de las esporas de algunas cepas de Clostridium y la 
susceptibilidad de los cultivos iniciadores (Lodi, 1990; Stadhouders y van den 
Berg, 2012; Brändle et al., 2016; Licon et al., 2020; Morandi et al., 2021). Por 
otra parte, según Bassi et al. (2009), si se emplean concentraciones excesivas 
de lisozima, la germinación de esporas de C. tyrobutyricum puede potenciarse. 
Además, la lisozima más comercializada proviene de la clara de huevo que es 
uno de los ocho alimentos responsables del 90% de las alergias (Mainente et al., 
2017; Mora et al., 2018; Peruzy et al., 2022; Şahiner et al., 2023). 
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Las sales de nitrato son preservantes químicos baratos y muy efectivos para 
inhibir el crecimiento de Clostridium en los quesos (Brändle et al., 2016; Şahiner 
et al., 2023). Los nitratos son reducidos por bacterias nitrato-reductoras 
presentes en el queso, entre ellas coliformes, Lactobacillus y microflora de la 
corteza, así como por la enzima xantina oxidasa de la leche, generándose nitritos 
que impiden la germinación de las esporas clostridiales (Brändle et al., 2016; 
Velasco et al., 2025). A pesar de las ventajas mencionadas, este método de 
control está prohibido en varios países porque los nitratos pueden reaccionar con 
aminoácidos aromáticos del queso produciendo nitrosaminas que son 
compuestos cancerígenos (Garde et al., 2011a, 2018; Şahiner et al., 2023). Cabe 
indicar que algunas investigaciones sugieren que la producción de nitrosaminas 
ocurre a valores de pH inferiores a los existentes en quesos duros y semiduros, 
por lo cual, habrían niveles bajos o no detectables de estos compuestos (Garde 
et al., 2018; Velasco et al., 2025). Otra limitante es que los nitritos generados 
pueden inhibir a las bacterias ácido propiónicos que son empleadas en la 
elaboración de quesos tipo Suizo (Brändle et al., 2016; Şahiner et al., 2023; 
Velasco et al., 2025) 
 
Debido a las desventajas de los métodos tradicionalmente empleados por la 
industria para disminuir la ocurrencia de hinchazón tardía, se han planteado 
varias estrategias alternativas, algunas de ellas consisten en descremar la leche, 
aumentar la concentración de sal en el queso, incorporar sal directamente a la 
cuajada, emplear tinas queseras de cobre, adicionar extractos de plantas 
aromáticas en la cuajada , pre-madurar los quesos a temperaturas inferiores a 
10 °C y someter los quesos a tratamientos de altas presiones (Brändle et al., 
2016; Hassan et al., 2021; Ávila et al., 2023a; Velasco et al., 2025). Sin embargo, 
estas formas de control tampoco son completamente efectivas. Además algunas 
de ellas pueden modificar las características del producto final. Sumado a lo 
discutido previamente, debe agregarse la creciente demanda de los 
consumidores por productos alimentarios sin agregado de aditivos químicos o 
con menor incorporación de éstos, lo que implicaría dejar de aplicar preservantes 
alimentarios. Asimismo, en la elaboración de algunas variedades de quesos con 
designación de origen protegida (Protected Designation of Origin -PDO-) se 
prohíbe la aplicación de preservantes químicos y tratamientos físicos a la leche 
(González y Zárate, 2015; Brändle et al., 2016; Ávila et al., 2020a). Debido a todo 
lo anterior, es necesaria la colaboración entre la comunidad académica y el 
sector industrial para el desarrollo de estrategias de control alternativas 
compatibles con la industria quesera. 
 
Una forma propuesta para prevenir el crecimiento de Clostridium en los quesos 
se basa en el biocontrol o biopreservación del alimento, esto es adicionar en el 
alimento microorganismos con actividad antimicrobiana o sus compuestos 
bioactivos para inhibir el desarrollo de microorganismos patógenos y/o 
alternantes (Hassan et al., 2021; Zapaśnik et al., 2022; Şahiner et al., 2023). Una 
estrategia de biocontrol consiste en aplicar en la leche destinada a la producción 
quesera, bacteriófagos contra las principales especies de Clostridium causantes 
del defecto. Este método tiene bajo costo, no afecta las características 
sensoriales del alimento y se considera seguro para el ser humano debido a la 
alta especificidad del bacteriófago por su hospedador. Sin embargo, pocas 
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investigaciones han evaluado la efectividad de bacteriófagos contra bacterias 
esporogénicas (Shi y Maktabdar, 2022; Ávila et al., 2023b). Otra forma de 
biocontrol es el uso de cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) con actividad 
anticlostridial como cultivos bioprotectores compatibles con el proceso de 
producción quesera y las propiedades organolépticas del queso producido (Shi 
y Maktabdar, 2022; Şahiner et al., 2023). Una opción similar es la aplicación en 
la leche de sus compuestos anticlostridiales purificados (Hassan et al., 2021; 
Putri et al., 2024).  
 
La acción biopreservante de las cepas BAL se debe a la producción de variados 
compuestos antimicrobianos, entre estos se encuentran ácidos orgánicos, 
peróxido de hidrógeno, acetaldehído, diacetilo, acetoína, ácidos grasos, etanol, 
dióxido de carbono, exopolisacáridos, D-aminoácidos, compuestos fenólicos, 
reutericiclina, reuterina y bacteriocinas (Ajao et al., 2018; Özogul y Hamed, 2018; 
García-Cano et al., 2019; Putri et al., 2024; Muharram et al., 2025). En la 
actualidad, la industria alimentaria así como el sector académico muestran gran 
interés en disponer de cepas BAL bioprotectoras que sean seguras para el ser 
humano y compatibles con los procesos de elaboración y las características 
fisicoquímicas del producto final (Shi y Maktabdar, 2022; Rossi, 2023; Rama et 
al., 2024). Asimismo, pensando en eventuales aplicaciones en los alimentos, 
varios trabajos científicos purifican y caracterizan los compuestos 
antimicrobianos responsables del biocontrol ejercido por las cepas BAL (Shi y 
Maktabdar, 2022; Zhang et al., 2022). Es importante destacar que la 
biopreservación de los alimentos permitiría satisfacer la creciente demanda de 
los consumidores por productos alimentarios libres de aditivos químicos o con 
menor agregado de éstos (Shi y Maktabdar, 2022; Zapaśnik et al., 2022; Putri et 
al., 2024).  
 
Gran parte de la literatura científica que ha estudiado el potencial de cepas BAL 
como biopreservantes, se ha enfocado en la producción y caracterización de 
bacteriocinas, compuestos antimicrobianos de naturaleza peptídicas que pueden 
tener efecto bacteriostático o bactericida sobre microorganismos 
filogenéticamente cercanos al microorganismo productor (Negash y Tsehai, 
2020; Wang et al., 2021). Estos metabolitos no alteran las características 
sensoriales de los alimentos porque carecen de color, aroma y sabor, además al 
ser degradados por proteasas digestivas, son consideradas seguras para el ser 
humano y su microflora intestinal (Soltani et al., 2022; Wang et al., 2024). Otras 
ventajas que supone el uso de las bacteriocinas como biopreservantes en los 
alimentos son su efectividad a bajas concentraciones en el orden de ng/mL o 
incluso pg/mL, su estabilidad a pH extremos, alta concentración de sal y 
tratamientos térmicos, así como su compatibilidad con otros métodos de control 
microbiano (Negash y Tsehai, 2020; Soltani et al., 2022). También hay interés 
en el uso clínico de las bacteriocinas, debido a que los tratamientos con 
antibióticos han llevado al surgimiento de cepas bacterianas multiresistentes. 
Las bacteriocinas son más efectivas que los antibióticos y la adquisición de 
resistencia es menor (Negash y Tsehai, 2020; Ren et al., 2022; Tang et al., 2022; 
Wang et al., 2023). 
  
Las bacteriocinas pueden ser aplicadas en los alimentos de manera in situ o ex 
situ. La estrategia in situ consiste en inocular el alimento con la cepa 
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bacteriocinogénica para que ésta produzca el compuesto en la matriz del 
producto. En cambio, la estrategia ex situ se basa en aplicar en el alimento la 
bacteriocina purificada o semi-purificada a partir de un cultivo de la cepa 
productora o adicionar como ingrediente un fermentado preparado con dicha 
cepa. Cabe aclarar que la única bacteriocina aprobada para su uso como aditivo 
químico en alimentos es la Nisina. La presencia de otras bacteriocinas en los 
productos alimentarios requiere su producción in situ a partir de las cepas 
bacteriocinogénicas (Castro et al., 2017; Strack et al., 2020; Singh et al., 2025). 
 
La efectividad de cepas BAL productoras de bacteriocinas como agentes 
bioprotectores en los quesos depende de una serie de factores que deben ser 
evaluados, estos son las características fisicoquímicas de la variedad quesera 
elaborada y su proceso de manufactura, porque afectan la capacidad de 
crecimiento de dichas cepas, así como la biosíntesis y la actividad de sus 
metabolitos inhibitorios. Otro factor a considerar es la interacción de las cepas 
biopreservantes con los cultivos iniciadores empleados, pudiendo ocurrir 
inhibición o estimulación del crecimiento de uno o ambos tipos de 
microorganismos (Castro et al., 2017; Havlíková et al., 2018; Bintsis y 
Papademas, 2024). Además de los aspectos que influyen en el crecimiento de 
las cepas bacteriocinogénicas, también debe tenerse en cuentan las variables 
que pueden afectar la estabilidad de las bacteriocinas producidas, entre ellas las 
condiciones fisicoquímicas del proceso de elaboración, la composición del 
queso, los aditivos químicos incorporados, presencia de proteasas microbianas 
y la interacción de estos compuestos con lípidos o proteínas del queso. La 
difusión de las bacteriocinas en la pasta del queso es otro aspecto que 
condiciona la efectividad de esta estrategia de control (Castro et al., 2017; 
Havlíková et al., 2018; Todorov, 2019; Bintsis y Papademas, 2024).   
 
3. Bacterias ácido lácticas, generalidades y aplicaciones en alimentos 
 
Las bacterias ácido lácticas son bacterias Gram-positivas productoras de ácido 
láctico mediante fermentación de carbohidratos, son anaerobias aerotolerantes 
o microaerofílicas, no esporoformadoras, ácido-tolerantes, no móviles, catalasa-
negativas, con morfología celular de bastón o coco. Estos microorganismos 
forman parte de la microflora natural de la leche, frutas, hortalizas, carnes, tracto 
gastrointestinal y otras mucosas de humanos y animales (Bintsis, 2018; Zhang 
et al., 2023; Putri et al., 2024). En la actualidad se reconocen 40 géneros de BAL 
organizados en seis familias: Lactobacillaceae, Streptococcaceae, 
Leuconostocaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae y Aerococcaceae. En 
leche y productos lácteos, los géneros bacterianos más frecuentes y de mayor 
importancia tecnológica son Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, 
Pediococcus, Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, 
Levilactobacillus, Limosilactobacillus y Enterococcus (Bintsis, 2018; Psomas et 
al., 2023; Rossi, 2023; Martini et al., 2024; Putri et al., 2024). 
 
La mayoría de las cepas BAL tienen status GRAS (Generally Recognized As 
Safe) y son de interés para la industria alimentaria, así como por la comunidad 
científica por sus posibles usos biotecnológicos. De acuerdo a su funcionalidad 
las cepas BAL pueden ser empleadas para: 1) producir alimentos fermentados 
con características adecuadas de sabor, aroma y textura; 2) preservar los 
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alimentos por producción de compuestos antimicrobianos que inhiben el 
desarrollo de microorganismos contaminantes alterantes y patógenos; 3) 
incorporarlas en alimentos para su consumo debido al efecto positivo que ejercen 
algunas de estas cepas en la salud humana (García-Díez y Saraiva, 2021;  
Ağagündüz et al., 2022; Bintsis y Papademas, 2024). La industria alimentaria 
emplea cultivos liofilizados comerciales, denominados cultivos iniciadores, 
compuestos por una o más cepas BAL para que desarrollen en los productos 
elaborados una o más de las funciones antes mencionadas (García-Díez y 
Saraiva, 2021; Bintsis y Papademas, 2024). 
 
Los cultivos iniciadores utilizados en la elaboración de productos lácteos 
fermentados suelen ser diferenciados en cultivos iniciadores primarios o 
secundarios. Los cultivos iniciadores primarios o cultivos starters son cepas BAL 
denominadas SLAB (Starter Lactic Acid Bacteria), que producen ácido láctico 
como producto principal de la fermentación de carbohidratos y se adicionan a la 
leche para provocar la reducción del pH y contribuir a la coagulación de las 
proteínas caseínas de la leche, si bien también pueden realizar otras funciones. 
Todos los productos lácteos fermentados requieren el desarrollo de estas cepas 
(Blaya et al., 2018; Ordonho Carneiro et al., 2024). Los cultivos iniciadores 
secundarios o cultivos adjuntos son adicionados a la leche con una finalidad 
distinta al desarrollo de la acidez, que puede ser aportar otras características 
sensoriales al producto, biopreservar el alimento elaborado o conferir un efecto 
probiótico (Garbowska et al., 2021; Randazzo et al., 2021; Ordonho Carneiro et 
al., 2024). A diferencia de los cultivos iniciadores primarios, los cultivos adjuntos 
sólo son adicionados cuando las propiedades que otorgan son esenciales para 
el tipo de producto elaborado. Los cultivos iniciadores secundarios pueden estar 
compuestos por cepas BAL denominadas NSLAB (Non-Starter Lactic Acid 
Bacteria), así como otros grupos bacterianos, entre ellos Propionibacterium, 
Bifidobacterium y Brevibacterium, ciertos géneros de hongos como Penicillium y 
Geotrichum y levaduras, entre ellas Kluyveromyces y Dabaryomyces (Irlinger et 
al., 2017; García-Díez y Saraiva, 2021; Nikoloudaki, 2021). Cabe indicar que las 
cepas NSLAB tienen menor poder acidificante que las cepas SLAB porque la 
fermentación que llevan a cabo genera una mezcla equimolar de ácido láctico, 
ácido acético, etanol y CO2 (Bintsis, 2018). 
 
En la producción de quesos, una diferencia adicional entre los cultivos iniciadores 
primarios y secundarios es la etapa en que predominan (Reginensi et al., 2016; 
Barzideh et al., 2022). Los cultivos iniciadores primarios proliferan en las 
primeras horas a días de haber sido elaborado el queso. Sin embargo, a lo largo 
de las etapas de prensado, salado y maduración, la matriz del queso se vuelve 
un ambiente hostil para el desarrollo de las cepas SLAB por el bajo pH 
desarrollado, la ausencia de carbohidratos fermentables, alto contenido de NaCl 
y reducción de la actividad de agua, lo que conduce a la muerte de esta población 
bacteriana por autolisis, liberando sus enzimas que siguen actuando en el queso 
(Reginensi et al., 2016; Lazzi et al., 2016; Margalho et al., 2021; Bettera et al., 
2023). En cambio, las cepas NSLAB y otros microorganismos empleados como 
cultivos adjuntos están adaptados a estas condiciones fisicoquímicas por lo que 
comienzan a proliferar en las primeras semanas de maduración hasta 
convertirse en la microflora dominante en la etapa de maduración (Lazzi et al., 
2016; Peralta et al., 2017; Margalho et al., 2021; Bettera et al., 2023).    
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En la elaboración de productos lácteos fermentados de manera netamente 
artesanal no se emplean cultivos iniciadores comerciales, en su lugar se 
promueve el desarrollo de las cepas BAL autóctonas de la leche cruda o las que 
se encuentran en un producto o subproducto lácteo previamente elaborado, que 
es empleado como inoculante en una nueva elaboración, por ejemplo, el suero 
quesero. Los productos obtenidos tienen características sensoriales distintivas 
debido a la diversidad de microorganismos que las aportan (Bemfeito et al., 2016; 
Bintsis et al., 2024). A nivel industrial existe una la limitada oferta de cepas BAL 
comerciales y gran parte de la microflora láctea es eliminada por los tratamientos 
térmicos y preservantes químicos, esto conduce a una menor diferenciación de 
los productos elaborados (Gobbetti et al., 2018; Nunes Silva et al., 2023; Zhao 
et al., 2024; Velasco et al., 2025). Debido a esto, se siguen aislando y 
caracterizando cepas BAL provenientes de leche cruda y productos artesanales, 
capaces de aportar propiedades organolépticas deseadas, con el fin de 
aplicarlas como potenciales cultivos iniciadores de uso comercial (Ruvalcaba-
Gómez et al., 2022; Shi y Maktabdar, 2022; Mahony et al., 2023; Zommara et al., 
2023). 
 
3.1. Bacterias ácido lácticas con actividad anticlostridial 
 
Varios trabajos científicos han aislado cepas BAL con actividad inhibitoria contra 
Clostridium a partir de leche cruda y productos lácteos producidos 
artesanalmente. Asimismo, la efectividad de estos aislamientos como cultivos 
biopreservantes ha sido evaluada en quesos elaborados a escala piloto. 
También, diversas investigaciones han purificado y caracterizado los 
compuestos antimicrobianos responsables de la actividad anticlostridial, 
generalmente bacteriocinas, así como determinado las condiciones óptimas para 
estimular la biosíntesis de estos metabolitos. Algunas de las cepas BAL 
estudiadas han sido seleccionadas para emplearlas como cultivos bioprotectores 
comerciales. A continuación se mencionan distintos estudios realizados dentro 
de esta línea de investigación, así como los cultivos anticlostridiales disponibles 
en el mercado. 
 
La Nisina es la única bacteriocina que puede emplearse como preservante 
químico de grado alimentario por su status GRAS, que fue otorgado en base a 
los múltiples estudios científicos que la han caracterizado. Existen diversos 
productos de Nisina comercialmente disponibles. Esta bacteriocina fue 
originalmente detectada en cepas de Lactococcus lactis, aunque existen cepas 
de otras especies de BAL que también la producen. Inhibe el crecimiento de 
bacterias Gram-positivas como Bacillus y Clostridium, contra los cuales también 
actúa impidiendo la germinación de sus esporas, Staphylococcus aureus, 
Listeria monocytogenes, Thermoanaerobacterium y Geobacillus (Kmiha et al., 
2021; Soltani et al., 2022; Wang et al., 2023; Kapolos et al., 2025). 
 
En queso Vidagio, empleando la cepa IPLA 729 de L. lactis subsp. lactis, 
productora de Nisina Z, se logró disminuir 3 log10 el recuento de una cepa 
contaminante de C. tyrobutyricum, respecto al queso control elaborado con un 
cultivo starter comercial y suplementado con nitratos (Rilla et al., 2003). En 
quesos semiduros Lactococcus lactis IFLP 3593 productora de lacticina 3147 
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inhibió el crecimiento de Clostridium spp., B. cereus, L. monocytogenes, S. 
aureus y lactobacilos heterofermentativos causantes de hinchazón (Martínez-
Cuestas et al., 2010). La cepa L. lactis subsp. lactis INIA 415 productora de 
Lacticina 481 y Nisina, impidió la germinación de esporas de C. beijerinckii en 
quesos elaborados con leche de oveja durante 120 días de maduración (Garde 
et al., 2011b).  
 
En queso Cheddar, Hassan (2020) evaluó la actividad inhibitoria contra C. 
tyrobutyricum de un cultivo starter formulado con las cepas L. lactis subsp. lactis 
32 Nisina-positiva, Lactococcus lactis subsp. cremoris CUC222 y L. lactis subsp. 
lactis CUC-H. Luego de seis meses de maduración, se determinó una reducción 
de 1 log10 en el recuento de C. tyrobutyricum. En queso Kashar, Demirbaş et al. 
(2022) evaluaron la inhibición de C. sporogenes producida por un cultivo iniciador 
compuesto por una cepa de L. lactis subsp. lactis y una de Lactiplantibacillus 
plantarum, ambas con actividad anticlostridial. El cultivo iniciador provocó una 
disminución de 1 log10 en el recuento de C. sporogenes en el queso almacenado 
a 4 °C, respecto al queso sin el cultivo bioprotector. En queso fresco se logró 
prevenir el crecimiento de C. sporogenes durante tres meses de 
almacenamiento, empleando las cepas anticlostridiales L. lactis subsp. lactis 
(PY91K) y Lactiplantibacillus plantarum (Y48) (Demirbaş et al., 2024). 
 
Morandi et al. (2025) evaluaron la producción de Nisina por cinco cepas de 
Lactococcus lactis aisladas de leche cruda y quesos artesanales, al cultivarlas 
en diferentes condiciones de temperatura y concentración de sal que simulaban 
las existentes en distintas etapas del proceso de elaboración quesera. En dichas 
condiciones, sólo una cepa fue capaz de mantener la producción de Nisina en 
concentraciones adecuadas para inhibir el desarrollo de Clostridium. 
 
Se han aislado varias cepas de Streptococcus thermophilus con actividad 
bacteriocinogénica, aunque pocas se han estudiado en profundidad, entre ellas 
la cepa ACA-DC 0040 aislada de queso Feta es productora de termofilina T que 
inhibe el crecimiento de Clostridium spp. y otras BAL, mientras que S. 
thermophilus SBT 1277 nativa de leche cruda, sintetiza termofilina 1277 que 
presenta actividad antimicrobiana contra C. tyrobutyricum, C. sporogenes, C. 
butyricum, Bacillus cereus, así como otras BAL. La cepa S. thermophilus NCC 
2008 pertenece a la colección de cepas de Nestlé y produce termofilina 13, cuyo 
espectro de acción inhibitoria incluye a Clostridium botulinum, Bacillus subtilis, 
B. cereus y L. monocytogenes (Aktypis et al., 1998; Kabuki et al., 2007; 
Kaminarides et al., 2017; Salini et al., 2023; Kuley et al., 2024). A partir de queso 
elaborado con leche cruda se aisló la cepa Adria 91L580 de S. thermophilus que 
tiene actividad antimicrobiana contra C. tyrobutyricum, C. butyricum, C. 
sporogenes, B. cereus y Brochothrix thermosphacta. Mathot et al. (2003) 
determinaron que esta cepa fue capaz de inhibir a C. tyrobutyricum durante 20 
días en queso. Asimismo, encontraron que en condición de co-cultivo con 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, la cepa Adria 91L580 produjo 
concentraciones mayores de bacteriocina. Morandi y Brasca (2012) aislaron 
cuatro cepas de S. thermophilus de quesos tradicionales italianos, las cuales 
tuvieron acción inhibitoria contra C. tyrobutyricum.  
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La cepa ACA-DC 198 de Streptococcus gallolyticus subsp. macedonicus fue 
aislada de queso Kasseri y es productora de macedocina y macedovicina. La 
macedocina presenta actividad antimicrobiana contra C. tyrobutyricum, C. 
sporogenes, S. aureus, Staphylococcus epidermidis y varias especies BAL. Por 
otra parte, el espectro de acción de la macedovicina incluye a C. sporogenes, C. 
tyrobutyricum, Bacillus licheniformis y estreptococos orales (De Vuyst y 
Tsakalidou, 2008; Georgalaki et al., 2013; Musnadi et al., 2021). Anastasiou et 
al. (2007) emplearon la cepa ACA-DC 198 como cultivo iniciador starter y adjunto 
para la elaboración de queso Kasseri, en ambos casos comprobaron la presencia 
de la cepa y la producción de macedocina durante los 90 días que duró la 
maduración, así como una reducción en los recuentos de los diferentes 
microorganismos contaminantes considerados en el estudio.  
 
Christiansen et al. (2005) aislaron cepas de Lacticaseibacillus con actividad 
anticlostridial a partir de quesos semiduros, mayoritariamente pertenecientes a 
Lacticaseibacillus paracasei. La cepa LHS de L. casei proveniente de vino es 
productora de caseicina LHS que muestra actividad inhibitoria contra C. 
tyrobutyricum, B. cereus y otras BAL (Figueroa-González et al., 2010). En queso 
tipo Latteria, Di Filippo et al. (2022) cuantificaron el ácido butírico producido por 
una cepa de C. tyrobutyricum a lo largo de su maduración al utilizar lisozima y 
una cepa de L. casei proveniente de queso Grana Padano como cultivo adjunto. 
Los resultados fueron comparados con los obtenidos al emplear lisozima sola y 
en combinación con la cepa biopreservante comercial L. casei LC 4P1. La 
investigación detectó los niveles más bajos de ácido butírico al emplear la cepa 
de L. casei en estudio combinada con lisozima, siendo similares a los existentes 
en el queso adicionado con lisozima y sin agregado de esporas de C. 
tyrobutyricum (queso control). 
 
Por otra parte, Lacticaseibacillus rhamnosus GG que es empleada como cultivo 
starter para producir alimentos probióticos, presenta acción antibacteriana contra 
Clostridium (Ephraim et al., 2013). La cepa LC705 de L. rhamnosus que suele 
ser empleada como cultivo adjunto en ciertas variedades de quesos, es capaz 
de inhibir a C. tyrobutyricum, así como a hongos y levaduras (Savijoki et al., 
2011; Irlinger et al., 2017). 
 
Monteiro et al. (2019) determinaron en forma in vitro que la cepa ATCC 8014 de 
Lactiplantibacillus plantarum tiene actividad inhibitoria contra C. butyricum, C. 
perfringens y C. difficile. Renoldi et al. (2024) aislaron de queso Montasio 34 
cepas de Lacticaseibacillus paracasei y dos cepas de Lacticaseibacillus 
rhamnosus que presentaron actividad inhibitoria contra C. sporogenes, C. 
beijerinckii y C. butyricum. Además, dieciocho de las cepas de L. paracasei 
también fueron capaces de inhibir el desarrollo de al menos una cepa de C. 
tyrobutyricum. Seis de las cepas de L. paracasei evaluadas en el estudio anterior, 
fueron empleadas por Trevisiol et al. (2025) para formular cuatro cultivos 
adjuntos biopreservantes cuya efectividad fue evaluada en queso Montasio. 
Ninguno de los cultivos permitió el desarrollo de Clostridium durante los 120 días 
de maduración de los quesos y no afectaron las características sensoriales de 
éstos. 
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Se han caracterizado diversas bacteriocinas producidas por Lactiplantibacillus 
plantarum, denominadas plantaricinas, cuyos espectros de inhibición incluyen a 
C. sporogenes, S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus, algunas especies de 
enterobacterias y distintas especies de BAL. Algunas de las plantaricinas 
estudiadas son la plantaricina 423 de L. plantarum 423 proveniente de cerveza 
de sorgo y la plataricina TF711 sintetizada por L. plantarum TF711 autóctona de 
queso de cabra (van Reenen et al., 1998; González y Zárate, 2015; Abdulhussain 
Kareem y Razavi, 2019). La cepa B21 de L. plantarum fue aislada de un 
embutido tradicional vietnamita y es capaz de inhibir diversas bacterias Gram-
positivas entre ellas C. perfringens y L. monocytogenes mediante producción de 
ácidos orgánicos y bacteriocinas, entre ellas la Plantaciclina B21AG (Golneshin 
et al., 2020). 
 
La cepa P13 de E. faecium proveniente de un embutido, produce una 
bacteriocina denominada Enterocina P que inhibe a Clostridium spp., L. 
monocytogenes, S. aureus, Propionibacterium spp. y varios géneros de BAL (De 
Kwaadsteniet et al., 2006). Dal Bello et al. (2010) aislaron cuatro cepas de 
Enterococcus faecalis de quesos artesanales italianos que tuvieron actividad 
antimicrobiana contra C. tyrobutyricum y L. monocytogenes. Morandi et al. 
(2013) hallaron en un queso elaborado con leche cruda una cepa de 
Enterococcus lactis que presentó acción inhibitoria contra C. tyrobutyricum, C. 
sporogenes, E. faecalis, Enterococcus durans, Enterococcus faecium y 
Pseudomonas syringae. Los investigadores también determinaron que el 
aislamiento carece de resistencia a antibióticos de importancia clínica y factores 
de virulencia. 
 
En quesos procesados almacenados a 7 y 25 °C, Sadek et al. (2017) evaluaron 
el efecto antibacteriano de Leuconostoc mesenteroides B-118 sobre C. 
perfringens, al emplearla sola y en combinación con Lactobacillus acidophilus. 
En dicho estudio se determinó que los quesos inoculados únicamente con la 
cepa B-118 presentaron recuentos nulos de C. perfringens a partir de los 21 días 
de ser almacenados a 7 °C, mientras que en los quesos mantenidos a 25 °C esto 
ocurrió a los 30 días. La combinación de las dos cepas BAL suprimió 
completamente a C. perfringens a partir de los 21 días de almacenamiento a 
ambas temperaturas. Por otra parte, Leuconostoc lactis APC 3969 que es nativa 
de leche bovina cruda, produce la bacteriocina Leucociclicina C activa contra C. 
tyrobutyricum, C. perfringens, Staphylococcus, Listeria, Enterococcus, 
Streptococcus y Lactococcus (de Farias et al., 2025). La cepa Leuconostoc 
gelidum UAL 187 fue aislada de carne envasada al vacío y sintetiza Leucocina 
A, esta bacteriocina tiene acción antimicrobiana contra Clostridium, Listeria 
monocytogenes, Enterococcus y otros géneros de BAL (Grujović et al., 2022).   
 
La cepa K7 de Lactobacillus gasseri que fue aislada de las heces de un recién 
nacido, presenta actividad antimicrobiana contra las células vegetativas y las 
esporas de Clostridium (Ritter et al., 2009). Bogovič Matijašić et al. (2007) 
constataron en queso semiduro una reducción en la tasa de germinación de 
esporas de C. tyrobutyricum y menor producción de ácido butírico al emplear la 
cepa K7 como cultivo adjunto. 
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Existen pocos cultivos de cepas BAL anticlostridiales disponibles a nivel 
comercial. La compañía Chr. Hansen (Hørsholm, Dinamarca) tiene una cepa de 
Lactococcus lactis subsp. lactis productora Nisina denominada BS-10. La 
empresa Bioprox (Levallois-Perret, Francia) cuenta con una cepa de 
Lactococcus lactis que también sintetiza Nisina, vendida como Bioprox L135. La 
compañía Danisco (Copenhague, Dinamarca) tiene cuatro tipos de cultivos para 
el control de Clostridium, estos son Holdbac GP 10 LYO que es una cepa de 
Pediococcus acidilactici, Holdbac LC LYO 100 DCU que consiste en una cepa 
de Lacticaseibacillus rhamnosus, Holdbac GP 20 FRO y Holdbac GP 21 FRO, 
ambos compuestos por cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis Nisina-positiva, 
Lacticaseibacillus paracasei y Lactiplantibacillus plantarum. La empresa Sacco 
System (Cadorago, Italia) dispone de una cepa de Lacticaseibacillus casei cuyo 
nombre comercial es  LC 4P1, el cultivo LCP 4P2 de Lacticaseibacillus paracasei, 
los cultivos denominados MO N4P01 y MO N4P02 que son mezclas de cepas 
BAL, de las cuales sólo se indica la presencia de una cepa de Lactococcus lactis 
productora de Nisina,  mientras que los cultivos MO L4P03, MO L4P04 y DY 
4P13, son combinaciones de cepas BAL no proporcionadas por el proveedor 
(Danisco, 2016; Gensler et al., 2020; Sacco System, 2021; Bioprox, 2022a,b; 
Fischer y Titgemeyer, 2023).   
 
En queso fresco, Ağaç et al. (2025) analizaron los recuentos de diferentes 
microorganismos contaminantes, entre ellos Clostridium, al emplear como cultivo 
adjunto las cepas bioprotectoras comerciales Lactiplantibacillus plantarum YM-
XPK (Danisco; Copenhague, Dinamarca) y Lacticaseibacillus rhamnosus Fresh 
Q2 (Chr. Hansen; Hørsholm, Dinamarca), en forma individual y combinados, en 
presencia y ausencia de Nisina y sorbato de potasio. La combinación de ambas 
cepas bioprotectoras en presencia de Nisina logró la mayor reducción en los 
recuentos de Clostridium. 
 
Peruzy et al. (2022) evaluaron la efectividad del cultivo LC 4P1 para prevenir el 
desarrollo de C. sporogenes ATCC 1143 en queso Grottone. De acuerdo a los 
resultados obtenidos, el cultivo adjunto no pudo inhibir el crecimiento de C. 
sporogenes y a la aparición de hinchazón tardía, lo que sugiere la importancia 
del proceso de elaboración y las características fisicoquímicas del producto final.    
 
Los antecedentes existentes en la temática abordada, permiten considerar como 
alternativa adecuada para prevenir la ocurrencia de hinchazón tardía en los 
quesos, el empleo de cepas BAL con actividad antimicrobiana contra Clostridium 
spp., como cultivos iniciadores starters o adjuntos compatibles con el proceso de 
elaboración quesera y las características fisicoquímicas y sensoriales del 
producto final. 
 
4. Antecedentes del trabajo de tesis 
 
La línea de investigación desarrollada en la presente tesis doctoral fue iniciada 
en la tesis de maestría titulada “Selección de bacterias ácido lácticas (LAB) y 
adjuntas (NSLAB) autóctonas de leche y queso, para el control de Clostridium 
spp. responsables del defecto de hinchazón tardía” (Olivera Rodi, 2018; Olivera 
Rodi et al., 2020, 2023). En dicho trabajo se evaluó la actividad anticlostridial de 
cepas BAL provenientes de muestras de leche, quesos y suero lácteo de diez 
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queserías artesanales. En el estudio se determinó que las cepas 26 y 95 de 
Lacticaseibacillus, así como Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 76 
inhibieron la totalidad de cepas de Clostridium consideradas y su actividad 
antibacteriana se debía a ácidos orgánicos y compuestos adicionales. En el caso 
de las cepas 26 y 95, estos metabolitos inhibitorios fueron bacteriocinas y 
peróxido de hidrógeno, mientras que la cepa 76 sólo produjo peróxido de 
hidrógeno. 
 
Los estudios realizados en esta investigación buscaron dar continuidad a esta 
línea de investigación con el fin de disponer de cepas BAL con potencial para 
prevenir la hinchazón tardía, sin afectar las características fisicoquímicas de los 
quesos elaborados. 
 
 
5. Objetivo general y específicos 
 
Objetivo general. 
 
Estudiar el potencial anticlostridial de las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus 
provenientes de productos lácteos. Determinar la efectividad de las cepas 26 y 
95 para inhibir el desarrollo de Clostridium spp. en quesos. 
 
 
Objetivos específicos. 
 
� Determinar las condiciones de cultivo de las cepas 26 y 95 que incrementan 

la producción de compuestos anticlostridiales, y evaluar la estabilidad de 
estos compuestos al pH y la temperatura de refrigeración.  
 

� Estudiar parámetros de importancia tecnológica para el uso de las cepas 26 
y 95 como cultivos iniciadores adjuntos: compatibilidad con cepas BAL de 
uso comercial, tolerancia al NaCl, producción de gas y crecimiento en leche.  
 

� Estudiar la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95 en quesos 
elaborados con dichas cepas como cultivos adjuntos. 
 

� Identificar las cepas 26 y 95 por secuenciación genómica y predecir genes 
codificantes para la síntesis de bacteriocinas, resistencia a antibióticos, 
factores de virulencia y presencia de profagos. 
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6. Organización de la tesis 
 
La tesis fue organizada en cuatro capítulos, cada uno de ellos consta de una 
introducción, materiales y métodos, resultados y discusión, bibliografía y 
conclusión. 
 
� Capítulo I. Determinación de las condiciones de producción de compuestos 

anticlostridiales en extractos concentrados y evaluación de su estabilidad. 
 

� Capítulo II. Caracterización tecnológica de las cepas 26 y 95 de 
Lacticaseibacillus. 
 

� Capítulo III. Evaluación de la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95 en 
queso tipo Dambo. 
 

� Capítulo IV. Identificación y análisis genómico de las cepas 26 y 95. 
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Capítulo I. Estudio de las condiciones de producción de 
compuestos anticlostridiales en extractos concentrados y 
evaluación de su estabilidad 

 
1. Introducción 

 
Las bacterias ácido lácticas (BAL) pueden controlar el crecimiento de 
microorganismos contaminantes patógenos y/o alterantes de alimentos a través 
de diversos metabolitos (Golneshin et al., 2020; Lahiri et al., 2022). La 
caracterización de estos compuestos antimicrobianos y el estudio de su 
estabilidad en las condiciones fisicoquímicas existentes en los alimentos, 
resultan aspectos importantes cuando se desea emplear las cepas BAL que los 
producen como cultivos biopreservantes en productos alimentarios (Lahari et al., 
2022; Singh et al., 2025). Lo anterior, permite asegurar la inocuidad de estos 
compuestos para la salud humana, definir el espectro de microorganismos que 
son susceptibles y la efectividad de dichos metabolitos en el producto final (Ren 
et al., 2022, Lahari et al., 2022; Singh et al., 2025). La realización de estos 
análisis requiere crecer a las cepas BAL productoras de los metabolitos 
inhibitorios en las condiciones de cultivo que promueven su producción y 
purificarlos en la fase de crecimiento asociada a su mayor biosíntesis (Abbasiliasi 
et al., 2017; Parlindungan et al., 2021; Zhang et al., 2022). 
 
En la actualidad, las bacteriocinas son los compuestos antimicrobianos de mayor 
interés para el sector académico y la industria alimentaria debido a que son 
producidas por cepas SLAB y NSLAB autóctonas de los alimentos fermentados. 
Las bacteriocinas así como las cepas BAL que las producen suelen tener estatus 
GRAS y no afectan las características sensoriales de los productos elaborados. 
Además, no generan residuos químicos y pueden emplearse en combinación 
con otras barreras microbiológicas aplicadas en los procesos de elaboración de 
alimentos para extender el rango de microorganismos contaminantes que 
pueden ser inhibidos y/o eliminados (Kaškonienė et al., 2017; Zangeneh et al., 
2020; de Farias et al., 2025).  
 
Varios parámetros fisicoquímicos y biológicos inciden en la tasa de producción 
de bacteriocinas de las cepas BAL, aunque el comportamiento y la relevancia de 
cada uno de estos factores, depende de la cepa y la bacteriocina en estudio. La 
síntesis de bacteriocinas varía en las distintas fases del crecimiento bacteriano 
(Abbasiliasi et al., 2017; Zhang et al., 2019a,b; Salman et al., 2020). 
Tradicionalmente las bacteriocinas son consideradas compuestos del 
metabolismo secundario por no resultar esenciales para el desarrollo celular y 
sólo conferir una ventaja competitiva frente a otros microorganismos en 
condiciones ambientales adversas (Parlindungan et al., 2021). Asimismo, varias 
bacteriocinas son expresadas en mayor concentración en la fase de crecimiento 
estacionaria. Sin embargo, también hay estudios científicos que han detectado 
bacteriocinas cuya expresión es mayor en la fase de crecimiento exponencial, 
mientras que en la fase de crecimiento estacionaria ésta decae. Considerando 
la etapa de crecimiento bacteriano asociado a la biosíntesis de estas 
bacteriocinas, algunos investigadores las consideran metabolitos primarios 
(Abbasiliasi et al., 2017; Yang et al., 2018; Parlindungan et al., 2021). 
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Adicionalmente, debe tenerse en cuenta que las condiciones de crecimiento que 
resultan óptimas para la producción de biomasa celular no suelen ser las mismas 
que las asociadas a la mayor biosíntesis de bacteriocina (Abbasiliasi et al., 2017; 
Parlindungan et al., 2021; Rahmadana et al., 2023). En consecuencia, los 
parámetros fisicoquímicos deben ser ajustados para promover la actividad 
bacteriocinogénica pero manteniendo una adecuada tasa de crecimiento celular.  
 
Los medios de cultivos están formulados para optimizar el crecimiento bacteriano 
en condiciones in vitro, pero no para estimular la producción de bacteriocinas, es 
por ello que algunos de sus componentes como las fuentes de carbono y 
nitrógeno, así como sus concentraciones, suelen ser modificados para evaluar 
el efecto en la actividad bacteriocinogénica (Abbasiliasi et al., 2017; Yang et al., 
2018). Los compuestos usualmente empleados como fuentes de carbono son 
carbohidratos como la glucosa, galactosa, lactosa, maltosa y sacarosa 
(Abbasiliasi et al., 2017; Sabo et al., 2019; Veettil y Chitra, 2022). Con respecto 
a las fuentes de nitrógeno frecuentemente consideradas, se utiliza extracto de 
levadura, triptona, extracto de carne y suero de leche, y sales de amonio como 
el citrato, acetato y sulfato (Abbasiliasi et al., 2017; Sabo et al., 2019; Veettil y 
Chitra, 2022). Algunas investigaciones también han logrado incrementar la 
expresión de ciertas bacteriocinas incluyendo iones metálicos como Fe2+, Mg2+ 
y Mn2+ los cuales actúan como cofactores de varias enzimas, entre ellas las que 
participan en la síntesis de bacteriocinas (Zhang et al., 2018; Madrigal Chávez, 
2023). Otra hipótesis propuesta es que la incorporación de cationes divalentes, 
ácidos, bases, o surfactantes como el Tween 20 y Tween 80, facilitan la 
liberación de las moléculas de bacteriocinas adsorbidas en la superficie celular 
(Abbasiliasi et al., 2017; Garzón et al., 2017; Steier et al., 2024). 
 
Las condiciones de pH y temperatura también influyen en la expresión de estos 
metabolitos. En general cuando estos parámetros se encuentran por debajo de 
los valores asociados al crecimiento óptimo, la producción de bacteriocinas es 
mayor debido a que hay más energía celular disponible. Esto es así porque los 
procesos de mantenimiento celular ocurren más lentamente, consumiendo 
menor cantidad de energía (Abbasiliasi et al., 2017; Ge et al., 2019). Si bien las 
condiciones de pH y temperatura que son óptimas para la síntesis de 
bacteriocinas dependen de la cepa productora, varios trabajos han reportado 
rangos de pH entre 5.5 y 6.0, así como rangos de temperatura entre 25 y 35 °C 
(Abbasiliasi et al., 2017; Garzón et al., 2017; Yang et al., 2018; Zhang et al., 
2018; Ge et al., 2019). Otros factores a tener en cuenta son la aeración y la 
agitación del medio de cultivo líquido, lo que favorecen la difusión del O2 en el 
medio de cultivo y afecta la expresión génica de proteínas como las 
bacteriocinas, así como la tasa de crecimiento (Abbasiliasi et al., 2017; Jawan et 
al., 2021; Veettil y Chitra, 2022; Ramão Contessa et al., 2024). Hay trabajos 
científicos que reportan una mayor actividad bacteriocinogénica en condiciones 
de aireación y/o agitación. Sin embargo, otras investigaciones han detectado 
concentraciones más altas de bacteriocina en anaerobiosis y ausencia de 
agitación (Abbasiliasi et al., 2017; Hassan et al., 2020; Ramão Contessa et al., 
2024). Es importante indicar que la elevada agitación puede provocar 
degradación de las bacteriocinas, así como estrés mecánico, pudiendo dañar la 
integridad celular (Jawan et al., 2021; Ramão Contessa et al., 2024).   
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El uso de bacteriocinas como compuestos biopreservantes efectivos en 
alimentos, requiere determinar previamente su estabilidad al modificar distintos 
parámetros fisicoquímicos del proceso de elaboración, así como del producto 
final. Las variables fisicoquímicas que suelen ser modificadas en la producción 
de alimentos son el pH, la temperatura y el tiempo de los tratamientos térmicos 
y refrigeración, concentración de NaCl y otros aditivos químicos, el contenido de 
enzimas proteolíticas incorporadas y/o producidas por cultivos iniciadores 
primarios y adjuntos, así como las generadas por microorganismos 
contaminantes y aditivos químicos frecuentemente empleados en productos 
alimentarios (Macedo et al., 2017; Al-Hashedi et al., 2019; Zangeneh et al., 2020; 
Syrokou et al., 2021). Con respecto a la estabilidad de las bacteriocinas frente al 
pH, en muchos casos son estables en el rango entre 2.0 y 8.0, por lo que son 
compatibles con la elaboración de productos lácteos fermentados (Hellal et al., 
2012; Ge et al., 2019; Ahn y Lee, 2025; Guo et al., 2025).  
 
En relación a la temperatura, las bacteriocinas pertenecientes a las clases I y II 
son termoestables, siendo capaces de tolerar un tratamiento de 65 °C durante 
30 min., o un tratamiento térmico equivalente (Zangeneh et al., 2020). Incluso, 
hay bacteriocinas como son Plantaricina AA135 y Enterocina E23, que pueden 
conservar su funcionalidad luego de exponerlas a 121 °C por 15 min. (Beshkova 
y Frengova, 2012; de Niederhäusern et al., 2020; Afrin et al., 2021). En cuanto al 
efecto de la refrigeración en la estabilidad de estos compuestos, algunos 
estudios han reportado bacteriocinas de cepas BAL que permanecen estables 
durante dos o más meses de almacenamiento a 4 y -20 °C (Beshkova y 
Frengova, 2012; Al-Hashedi et al., 2019; de Niederhäusern et al., 2020; Afrin et 
al., 2021). Por otra parte, las bacteriocinas son susceptibles a la acción de 
diversas proteasas por ser compuestos de naturaleza peptídica (Al-Hashedi et 
al., 2019). Esto constituye una ventaja desde el punto de vista de la salud 
humana porque son degradadas por enzimas proteolíticas del aparato digestivo, 
minimizando la ocurrencia de posibles efectos biológicos sobre células propias y 
la microflora intestinal (Darbandi et al., 2022; Kim et al., 2023). Sin embargo, los 
microorganismos presentes en los alimentos también producen proteasas que 
pueden degradar parte de las bacteriocinas liberadas en la matriz del producto, 
lo que puede reducir la efectividad de estos compuestos, es por ello que debe 
evaluarse la susceptibilidad de cada bacteriocina ante distintas proteasas (Ávila 
et al., 2005; Sure et al., 2016; Zangeneh et al., 2020; Afrin et al., 2021). Entre las 
enzimas frecuentemente empleadas en los análisis in vitro se encuentran               
α-quimotripsina, pepsina, tripsina, papaína, proteinasa K y pronasa (Zangeneh 
et al., 2020; Afrin et al., 2021; Darbandi et al., 2022; Ahn y Lee, 2025). También 
es necesario determinar la concentración de bacteriocina producida en el propio 
alimento y monitorear su permanencia a lo largo de su tiempo de conservación 
(Ávila et al., 2020; Hassan et al., 2021; Darbandi et al., 2022; Abd-Elhamed et 
al., 2024).  
 
Los estudios comprendidos en este capítulo tuvieron por objetivo determinar las 
condiciones de cultivo que estimulan la producción de compuestos 
anticlostridiales por las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus, para su posterior 
aplicación en la obtención de extractos concentrados. Adicionalmente, se evaluó 
la estabilidad de dichos extractos concentrados frente al pH y condiciones de 
refrigeración. 
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2. Materiales y métodos. 
 
2.1 Ajuste de las condiciones de cultivo para incrementar la producción de 

compuestos anticlostridiales en extractos concentrados 
 
Se estudiaron las cinéticas de crecimiento de las cepas 26 y 95, así como la 
producción de sus compuestos anticlostridiales al modificar el pH y las fuentes 
de carbono y nitrógeno del medio de cultivo, y la temperatura de crecimiento. En 
el estudio se emplearon matraces Erlenmeyer de 1 L conteniendo 300 mL del 
medio de cultivo MRS base (Man y Xiang, 2019), compuesto por: triptona (10 
g/L), extracto de levadura (5 g/L), citrato dibásico de amonio (2 g/L), fosfato 
monobásico de potasio anhidro (1.57 g/L), acetato de sodio anhidro (1.23 g/L), 
Tween 80 (1 g/L), sulfato de magnesio anhidro (0.51 g/L) y sulfato de manganeso 
(0.25 g/L).  
 
El estudio se realizó en dos etapas, en primer lugar se analizó el efecto del 
agregado de la glucosa o lactosa al 2 % como fuente de carbono, en combinación 
con triptona, extracto de levadura o citrato de amonio al 1 % como fuente de 
nitrógeno. En el análisis se incluyeron dos controles que consistieron en emplear 
el medio de cultivo sin fuente de nitrógeno adicionada, pero suplementado con 
glucosa y lactosa al 2%. Todos los matraces fueron incubados a 37 °C durante 
48 h. En una segunda etapa, se evaluó el efecto del pH y la temperatura en el 
crecimiento bacteriano y la producción de los compuestos anticlostridiales, 
empleando el medio de cultivo modificado de acuerdo a los resultados obtenidos 
en la primera etapa, ajustado a pH inicial 5.0, 6.0 y 7.0. Las temperaturas a las 
que se incubaron los matraces fueron 15, 20 y 37 °C. Las condiciones de 
crecimiento fueron seleccionadas de acuerdo a lo establecido por otros autores 
en estudios previos (Iyapparaj et al., 2013; Malini y Savitha, 2015). Todos los 
ensayos experimentales se realizaron por triplicado.  
 
En las dos etapas del análisis, los matraces fueron inoculados al 10% con 
suspensiones celulares de las cepas previamente crecidas en caldo MRS 
durante 24 h a 37 ºC, ajustadas a una D.O.600nm de 0.1 (Wayah y Philip, 2018). 
Las cinéticas de crecimiento se determinaron por recuento en placa a las 0, 5, 8, 
24 y 48 horas de haber sembrado las cepas en los matraces. Se realizaron 
diluciones decimales seriadas en tubos de solución salina fisiológica (NaCl 
0.85%) y 100 µL de las diluciones preparadas fueron sembradas en placas de 
agar MRS. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C en microaerofilia. A las 
horas mencionadas, también se centrifugaron 20 mL de los cultivos y los 
sobrenadantes obtenidos fueron ajustados a pH 6.5, tratados con catalasa a 
concentración final 1 mg/mL e incubados a 37 °C durante 3 horas, para 
descomponer el peróxido de hidrógeno producido por las cepas. A partir de los 
sobrenadantes acondicionados se prepararon extractos concentrados mediante 
precipitación con acetona, concentración 10X mediante rotaevaporación y 
esterilización por filtración (0.22 µm) (ver punto 2.2). 
 
Para estudiar la producción de los compuestos anticlostridiales a lo largo del 
tiempo, los extractos concentrados obtenidos a las 8, 24 y 48 h de crecimiento, 
fueron evaluados por el método de difusión en discos en placas de agar RCM 
empleando como cepa indicadora de inhibición a C. tyrobutyricum ATCC 25755. 
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Previamente, la cepa fue crecida en caldo RCM durante 16h., el cultivo obtenido 
se ajustó a una D.O.620 nm de 0.47 (equivalente a 108 UFC/mL) y fue sembrado 
en cada placa (100 µL). En discos de papel estéril dispuestos en las placas 
sembradas se sembraron 100 µL de los extractos concentrados. Las placas 
fueron incubadas en anaerobiosis estricta a 37 °C por 48 h y el diámetro de los 
halos de inhibición producidos alrededor de los discos fue medido (Jones et al., 
2008; Matamoros et al., 2009).  
 
Adicionalmente, se determinó por el método de microdiluciones, la concentración 
mínima inhibitoria (MIC) de extractos concentrados pertenecientes a las cepas 
26 y 95 contra una suspensión de esporas (106 esporas/mL) de la cepa ATCC 
25755 de C. tyrobutyricum obtenida como se describe en el apartado 2.3. Los 
extractos concentrados considerados en este análisis se obtuvieron a partir de 
cultivos de ambas cepas en: I) caldo MRS sin modificar, con 48 de crecimiento 
a 37 °C; II) caldo MRS modificado e incubado de acuerdo a los resultados 
obtenidos en el estudio (ver punto 2.4). 
 
2.2 Obtención y purificación de extractos concentrados 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se utilizó la 
composición del caldo MRS modificado para obtener los extractos concentrados 
de las cepas 26 y 95, y realizar estudios posteriores de caracterización de los 
compuestos anticlostridiales producidos. Ambas cepas fueron previamente 
cultivadas en caldo MRS por 16 h y ajustadas a 108 UFC/mL (D.O.620 nm de 0.47). 
Se inocularon 100 µL de los cultivos acondicionados en matraces Erlenmeyer 
conteniendo 100 mL del caldo MRS modificado. Los matraces se incubaron en 
las condiciones de temperatura requeridas para que la síntesis de dichos 
metabolitos fuese máxima. A partir de los cultivos crecidos se obtuvieron los 
sobrenadantes por centrifugación (10000 rpm durante 15 min. a 4 °C), éstos 
fueron ajustados a pH 6.5, tratados con catalasa (1 mg/mL) durante 3 horas a 37 
°C, y sometidos a precipitación con acetona siguiendo la metodología de Pal et 
al. (2010) para purificar las bacteriocinas existentes. En vaso de Bohemia se 
mezclaron cinco volúmenes de acetona con un volumen de sobrenadante bajo 
agitación constante en frío, la mezcla se almacenó a -20 °C toda la noche y la 
acetona se descartó. La acetona residual fue eliminada por evaporación a 37 °C. 
El precipitado resultante se resuspendió en 20 mL de agua destilada y fue 
concentrado 10X por rotaevaporación (240 rpm, 70 °C). El extracto concentrado 
obtenido se esterilizó con filtro de 0.22 µm (Matamoros et al., 2009). 
 
2.3 Preparación de suspensiones de esporas bacterianas 
 
Se prepararon suspensiones de esporas de C. tyrobutyricum a partir de cultivos 
con 48 h de crecimiento a 37 °C en viales conteniendo 10 mL de caldo RCM. Los 
cultivos resultantes fueron almacenados a 0 °C durante 20 días y analizados 
mediante tinción de Gram para determinar si el 90 % o más del frotis contenía 
esporas bacterianas en lugar de células vegetativas. Cada cultivo fue 
centrifugado a 9000 rpm durante 5 min. a 4 °C. El paquete celular obtenido se 
lavó tres veces con 5 mL de agua destilada estéril (8000 rpm por 1 min. a 4 °C) 
y se resuspendió en 1000 µL de agua destilada estéril. Las suspensiones de 
esporas fueron tratadas térmicamente a 85 °C durante 17 min. y se almacenaron 
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a -18 °C durante una semana (Ávila et al., 2014; Brändle et al., 2018). 
Posteriormente, mediante recuento en placa en agar RCM se determinó que la 
carga de esporas clostridiales presente en cada suspensión de esporas fue 106 
- 107 esporas/mL. 
 
2.4 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) de 

extractos concentrados de las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus 
 
La concentración mínima inhibitoria (MIC) de extractos concentrados 
pertenecientes a las cepas 26 y 95 fue determinada contra las cepas 175.1, 
193.5, 206.2 y 206.6 de C. tyrobutyricum aisladas de quesos con defecto de 
hinchazón tardía, mediante el método de microdiluciones en caldo RCM en placa 
de 96 pocillos (Lim e Im, 2009; Ávila et al., 2014). En cada ensayo experimental 
se realizaron diluciones seriadas al medio que se dispensaron en seis pocillos 
de la microplaca (75 µL por pocillo). En cada pocillo se adicionó igual volumen 
de caldo RCM 2X y 20 µL de una suspensión de esporas (106 esporas/mL) de la 
cepa de C. tyrobutyricum correspondiente, preparada de acuerdo al punto 2.2. 
Se incluyó un blanco, conteniendo 180 µL de caldo RCM 1X, y un control positivo 
de crecimiento de la cepa de C. tyrobutyricum que consistió en mezclar en cada 
pocillo 75 µL de caldo RCM 2X, 75 µL de agua destilada estéril y 20 µL de la 
suspensión de esporas clostridiales. Luego de incubar la microplaca a 37 °C 
durante 24 h en anaerobiosis estricta, en cada pocillo se determinó la 
absorbancia a 620 nm en un espectrofotómetro Spectrostar Nano (BMG Labtech, 
Ortenberg, Alemania). Las concentraciones de los extractos se expresan como 
unidades arbitrarias por ml (UA/ml), representando 1 UA/ml la dilución 1, 0.5 
UA/ml la dilución ½, 0.25 UA/ml la dilución ¼, etc.  El valor de MIC50 fue definido 
como la concentración de extracto a la cual la absorbancia del cultivo fue el 50 
% de la existente en el control positivo de crecimiento, y se expresó como 
unidades arbitrarias por mL (UA/mL) de extracto crudo. 
 
2.5 Determinación del efecto antimicrobiano de los extractos concentrados 

(bacteriostático o bactericida) 
 
Se estudió el crecimiento de dos cepas de C. tyrobutyricum en presencia de los 
extractos concentrados de las cepas 26 y 95, para determinar si dichos extractos 
tienen efecto bacteriostático o bactericida sobre éstas. Las cepas de C. 
tyrobutyricum consideradas en el estudio fueron seleccionadas por presentar la 
mayor y menor susceptibilidad en el análisis de MIC (punto 2.4). A partir de 
cultivos bacterianos de las cepas de C. tyrobutyricum se prepararon 
suspensiones de esporas. Cada suspensión, ajustada a 106 esporas/mL, fue 
inoculada (100 µL) en diez viales que contenían 10 mL de caldo RCM. Los viales 
fueron incubados anaeróbicamente a 37 °C durante 39 horas. A las 19 h de haber 
inoculado los viales, se adicionó el extracto concentrado a concentración final 
1xMIC. El recuento bacteriano existente en los viales se determinó a las 0, 8, 11, 
15, 19, 22, 24, 32, 35 y 39 horas de ser inoculados. En el análisis se incluyó un 
control positivo de crecimiento para cada cepa de C. tyrobutyricum en ausencia 
de los extractos concentrados. Cada ensayo experimental se realizó por 
duplicado. 
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2.6 Efecto del pH y la temperatura de refrigeración en la estabilidad de 
extractos concentrados 

 
Se estudió la actividad anticlostridial de los extractos concentrados provenientes 
de las cepas 26 y 95 durante su conservación en frío y al exponerlos a distintas 
condiciones de pH por el método de difusión en discos en placas de agar RCM 
(ver punto 2.1). Las condiciones de temperatura y pH aplicadas se basaron en 
estudios realizados por otros autores (Fatima y Mebrouk, 2013; Abanoz y 
Kunduhoglu, 2018). Para evaluar la estabilidad de los extractos concentrados 
bajo refrigeración, éstos fueron conservados a -20 °C, -18 °C y 4 °C durante 80 
días. A los días 0, 20, 40, 60 y 80 se evaluó la actividad anticlostridial remanente 
en los extractos concentrados sembrándolos en los discos por triplicado. Para 
evaluar el efecto del pH en la estabilidad de los extractos concentrados, éstos se 
ajustaron a pH 4, 5, 6 y 7 con HCl 1M o NaOH 1M, se incubaron a 37 °C durante 
5 h y fueron reajustados a pH 6.5. También se incluyeron a los extractos 
concentrados sin modificar como controles positivos de inhibición. Todos los 
tratamientos fueron sembrados por triplicado. En ambos estudios la actividad 
anticlostridial remanente se evaluó por medición del diámetro de los halos de 
inhibición producidos alrededor de los discos y se expresó como el promedio de 
las tres repeticiones. Los datos obtenidos fueron analizados por el método 
estadístico One-way ANOVA (p < 0.05). 
 
 
3. Resultados y discusión 
 
3.1 Ajuste de las condiciones de cultivo para incrementar la producción de 

compuestos anticlostridiales en extractos concentrados 
 
En la primera instancia del estudio se analizaron las cinéticas de crecimiento y 
la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95 al emplear glucosa y lactosa al 2 
% como fuentes de carbono en combinación con triptona, extracto de levadura y 
citrato de amonio al 1 % como fuentes de nitrógeno. El crecimiento bacteriano y 
la actividad anticlostridial de las cepas mencionadas, también fueron estudiados 
en caldo MRS suplementado con glucosa o lactosa al 2%, sin adición de fuente 
de nitrógeno (controles experimentales). 
 
A partir de las cinéticas de crecimiento en las condiciones experimentales 
mencionadas (figura 1), se calcularon los parámetros de velocidad de 
crecimiento (constante K) y la biomasa máxima obtenida (constante M) con el fin 
de identificar las combinaciones de fuentes de carbono y nitrógeno que 
resultaron más adecuadas para estimular el crecimiento bacteriano. En el anexo 
I se adjuntan los gráficos de linealización a partir de los cuales se obtuvo la 
pendiente de la fase de crecimiento exponencial, utilizada para calcular la 
constante K en cada condición de cultivo. En la tabla 1 se presentan los valores 
de las constantes mencionadas en cada condición experimental.  
 
En el análisis comparativo de las cinéticas de crecimiento de Lacticaseibacillus 
26, se pudo determinar que las tasas de crecimiento y biomasas fueron similares 
al emplear lactosa o glucosa, independientemente de la fuente de nitrógeno 
empleada. Específicamente, las constantes K y M presentaron valores más altos 
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en los cultivos realizados en presencia de lactosa, sin incorporación de fuente de 
nitrógeno (K = 0.24 h-1 y M = 6.19 x 109 UFC/mL), y en caldo MRS con lactosa y 
triptona (K = 0.24 h-1 y M = 2.12 x 109 UFC/mL), y fueron similares entre sí. De 
acuerdo a estos resultados, la lactosa y la triptona serían las fuentes de carbono 
y nitrógeno más apropiadas para estimular el crecimiento de la cepa 26. El 
agregado de fuentes de nitrógeno no evidenció un aumento en la producción de 
biomasa ni en la velocidad de crecimiento de la cepa.   
 
En el estudio comparativo de las cinéticas de crecimiento de Lacticaseibacillus 
95, se pudo determinar que, independientemente de la fuente de nitrógeno 
considerada, en presencia de glucosa la cepa alcanzó recuentos bacterianos 
más altos y la fase de crecimiento exponencial duró más tiempo, que al disponer 
de lactosa como carbohidrato fermentable (figuras 1c y 1d). Según los 
parámetros de K y M (tabla 1), la velocidad de crecimiento y la producción de 
biomasa de Lacticaseibacillus 95 fueron más altas al cultivarla en caldo MRS con 
glucosa pero sin fuente de nitrógeno adicionada (K = 0.47 h-1;                                        
M = 2.76 x 109 UFC/mL). Los resultados anteriores sugieren que el caldo MRS 
suplementado únicamente con glucosa es el más adecuado para estimular el 
crecimiento de la cepa 95.  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Cinéticas de crecimiento de las cepas 26 (a, b) y 95 (c, d) en caldo MRS base 
adicionado con glucosa (G) y lactosa (L) al 2%, sin adición de fuente de nitrógeno (control) y 
en combinación con distintas fuentes de nitrógeno al 1%. 



51 

 

 
 
 
 

 
 
Otros trabajos científicos que han evaluado el crecimiento de cepas de 
Lacticaseibacillus en diferentes carbohidratos, han determinado mayores 
recuentos bacterianos y velocidad de crecimiento al emplear glucosa como 
fuente de carbono, probablemente porque es el azúcar más simple y fácil de 
metabolizar, razón por la cual los microorganismos fermentadores suelen preferir 
catabolizar este sustrato respecto a otros tipos de carbohidratos (Yin et al., 2015; 
Abbasiliasi et al., 2017; Reyes-Castillo et al., 2025). Esto fue lo que se constató 
para la cepa 95. Sin embargo, en el caso de la cepa 26, la lactosa resultó ser la 
fuente de carbono más adecuada para estimular su crecimiento. Dicho resultado 
coincide con investigaciones previas que han evaluado el crecimiento de varias 
cepas de L. paracasei, L. rhamnosus y L. casei. Los estudios antes mencionados 
han reportado que algunas de las cepas presentaban un mejor desarrollo en 
presencia de carbohidratos distintos a la glucosa, entre ellos la lactosa, indicando 
que la fuente de carbono más adecuada para estimular el crecimiento bacteriano 
puede variar a nivel de cepa (Kondybayev et al., 2022; Suissa et al., 2022; Fuso 
et al., 2023; Zioga et al., 2025). Por otra parte, la triptona también fue necesaria 
para estimular el crecimiento de la cepa 26, lo que concuerda con otros trabajos 
científicos realizadas con cepas de Lacticaseibacillus y otros géneros de 
lactobacilos relacionados. Dichas investigaciones detectaron mayor producción 
de biomasa de las cepas evaluadas cuando la triptona fue la fuente de nitrógeno 
empleada. Asimismo, algunos medios de cultivo formulados para el crecimiento 
de bacterias ácido lácticas, por ejemplo el medio M17, contiene triptona como 
fuente de nitrógeno (Chang y Liew, 2012; Shahravy et al., 2012; Arakawa et al., 
2015; Hayek et al., 2019; Ayad et al., 2020; Eyahmalay et al., 2020; Zhang et al., 
2022). 
 
La actividad bacteriocinogénica de los extractos concentrados correspondientes 
a las 8, 24 y 48 h de crecimiento de las cepas 26 y 95, fue evaluada por el método 

Tabla 1: Constantes K (h-1) y M (UFC/mL) correspondientes a las cinéticas de crecimiento de 
las cepas 26 y 95 en caldo MRS base suplementado sólo con glucosa y lactosa (controles), 
y en combinación con extracto de levadura, triptona y citrato de amonio. 
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de difusión en discos en agar RCM. Los halos de inhibición producidos por los 
extractos concentrados fueron analizados cualitativamente (tablas 2 y 3) para 
determinar las combinaciones de fuentes de carbono y nitrógeno que 
presentaron mayor actividad inhibitoria. 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos, la actividad bacteriocinogénica de la cepa 
26 fue mayor al cultivarla en presencia de lactosa, en vez de glucosa como fuente 

Tabla 3: Actividad anticlostridial (diámetro de halos de inhibición) producida por 
extractos concentrados de la cepa 95 a las 8, 24 y 48 h de crecimiento en caldo 
MRS adicionado con glucosa o lactosa sola (control) y en combinación con 
extracto de levadura, triptona y citrato de amonio. 

Tabla 2: Actividad anticlostridial (diámetro de halos de inhibición) producida por 
extractos concentrados de la cepa 26 a las 8, 24 y 48 h de crecimiento en caldo 
MRS adicionado con glucosa o lactosa sola (control) y en combinación con 
extracto de levadura, triptona y citrato de amonio. 

Diámetro de halo de inhibición: 
≤1.2 cm: negativo (-) 
1.3 - 1.5 cm: positivo (+) 
1.6 - 1.8 cm: doble positivo (++) 
≥1.8 cm: triple positivo (+++) 

Diámetro de halo de inhibición: 
≤1.2 cm: negativo (-) 
1.3 - 1.5 cm: positivo (+) 
1.6 - 1.8 cm: doble positivo (++) 
≥1.8 cm: triple positivo (+++) 
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de carbono. A partir de las 24 h de crecimiento, el control adicionado con lactosa 
y el medio de cultivo conteniendo lactosa y extracto de levadura, fueron las 
condiciones experimentales en las que se detectó mayor actividad anticlostridial. 
Con respecto a la cepa 95, a las 48 h de crecimiento los extractos concentrados 
con mayor actividad inhibitoria fueron los provenientes de los cultivos realizados 
en glucosa y extracto de levadura, así como en glucosa y citrato de amonio. Es 
importante mencionar que, si bien el citrato de amonio resultó una fuente de 
nitrógeno efectiva para estimular la actividad bacteriocinogénica de la cepa 95, 
no fue adecuado para estimular la velocidad de crecimiento de esta cepa y su 
biomasa máxima. En base a lo discutido para ambas cepas, el extracto de 
levadura parece ser la mejor fuente de nitrógeno para estimular la producción de 
bacteriocinas anticlostridiales. Diferentes estudios realizados por otros 
investigadores también han reportado un aumento en la actividad 
bacteriocinogénica de cepas de bacterias ácido lácticas evaluadas al emplear 
extracto de levadura como fuente de nitrógeno (Furtado et al., 2014; Schirru et 
al., 2014; Gutiérrez-Cortés et al., 2018; Castilho et al., 2019; Sidooski et al., 2019; 
Parlindungan et al., 2021).  
 
En cuanto a la fuente de carbono, la lactosa fue la fuente de carbono más 
propicia para favorecer su actividad bacteriocinogénica de la cepa 26. En 
cambio, la glucosa resultó más adecuada para estimular la síntesis de 
bacteriocina por la cepa 95, aunque en presencia de lactosa también se 
observaron niveles comparables de actividad bacteriocinogénica. Es necesario 
indicar que las investigaciones que han cuantificado la producción de 
bacteriocina por cepas de bacterias ácido lácticas al emplear lactosa y glucosa 
como fuentes de carbono difieren en sus resultados. Muchos de estos estudios 
detectaron mayor producción de estos metabolitos cuando la glucosa fue el 
carbohidrato adicionado, mientras que otros han asociado niveles más altos de 
bacteriocinas en presencia de lactosa. Lo anterior sugiere que el efecto de los 
carbohidratos en la producción de bacteriocinas depende de la cepa productora 
evaluada (Furtado et al., 2014; Mohamed et al., 2016; Kaur y Kumar Tiwari, 2017; 
Gutiérrez-Cortés et al., 2018; Castilho et al., 2019; Sidooski et al., 2019; Saraiva 
et al., 2020; Parlindungan et al., 2021). 
 
A pesar de lo comentado previamente para la cepa 95, cuya velocidad de 
crecimiento y producción de biomasa celular fueron mayores cuando se adicionó 
glucosa como fuente de carbono, en los ensayos posteriores se decidió emplear 
lactosa como fuente de carbono por ser el carbohidrato fermentable disponible 
en la matriz del queso. Por lo tanto, se decidió emplear el caldo MRS base 
adicionado con lactosa al 2 % y extracto de levadura al 1 % para cultivar ambas 
cepas en los estudios subsiguientes.  
 
La siguiente etapa del estudio consistió en determinar el efecto del pH del medio 
de cultivo (pH 5, 6 y 7) y la temperatura de crecimiento bacteriano (15, 20 y           
37 °C) en la producción de compuestos anticlostridiales. En la figura 2 se 
comparan las cinéticas de crecimiento de las cepas 26 y 95 al ser cultivadas en 
las condiciones experimentales ensayadas. La tabla 4 presenta la velocidad de 
crecimiento (constante K) y la biomasa máxima obtenida (constante M) 
calculados para cada curva de crecimiento. En el anexo I se adjuntan los gráficos 
de linealización a partir de los cuales se obtuvo la pendiente de la fase de 
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crecimiento exponencial, utilizada para calcular la constante K en las condiciones 
de pH y temperatura consideradas. 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
En el estudio comparativo de los parámetros cinéticos de la cepa 26, se pudo 
observar que la producción de biomasa máxima y la velocidad de crecimiento 
fueron mayores a 37 °C en los medios de cultivos ajustados a pH inicial 5.0 y 
6.0, estos resultados son coherentes porque corresponden a las condiciones 
óptimas de crecimiento de varias especies de Lacticaseibacillus (Kondybayev et 
al., 2022; Bongoa et al., 2023; Icalia Gann et al., 2024; Copeland et al., 2025). 
 
Con respecto a la cepa 95, si bien su velocidad de crecimiento fue mayor a                  
37 °C en el medio de cultivo ajustado a pH inicial 7.0 y 5.0, en estas condiciones 
se registraron los valores de biomasa más bajos (tabla 4). En cambio, los cultivos 
crecidos a 15 °C en el medio ajustado a pH 5.0 y 6.0, presentaron los valores 

Figura 2: Cinéticas de crecimiento de las cepas 26 (a) y 95 (b) en el medio de cultivo ajustado 
a pH 5.0, 6.0, 7.0 a 15, 20 y 37 °C. 

Tabla 4: Constantes K (h-1) y M (UFC/mL) correspondientes a las cinéticas de 
crecimiento de las cepas 26 y 95 al cultivarlas a 15, 20 y 37 °C en el medio de cultivo 
ajustado a pH inicial 5.0, 6.0 y 7.0.  
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máximos de biomasa, siendo M= 1.99 x 108 UFC/mL en el medio a pH inicial 5.0, 
y M= 1.51 x 108 UFC/mL en el medio ajustado a pH 6.0. Cabe mencionar que la 
cepa 95 es una cepa de bacteria ácido láctica no iniciadora (NSLAB) proveniente 
de queso. Las cepas NSLAB están bien adaptadas a las condiciones de bajo pH 
(5.2 - 5.8) del queso y el rango de temperatura en que se maduran (10 - 15 °C), 
esto podría explicar los datos obtenidos para la cepa 95 (Ciprovica y Mikelsone, 
2011; Kołakowski et al., 2012; Reginensi et al., 2016; Nalepa et al., 2020). 
 
La actividad anticlostridial de los extractos concentrados provenientes de los 
cultivos bacterianos a las 8, 24 y 48 h de crecimiento en las condiciones 
experimentales consideradas, fue analizada mediante ensayo de difusión en 
discos en agar RCM (figura 3). Los halos de inhibición producidos por los 
extractos concentrados fueron evaluados cualitativamente (tablas 5 y 6) para 
determinar las condiciones de temperatura y pH asociadas a la mayor actividad 
inhibitoria. 
 
 
 

 
 

Figura 3: Actividad anticlostridial de extractos concentrados correspondientes a las 8, 24 y 
48 h de crecimiento de las cepas 26 (a - c) y 95 (d - f) en caldo MRS con lactosa 2% y extracto 
de levadura 1%, en las condiciones: pH 5 a 15 °C (a), pH 5.0 a 20 °C (b), pH 5.0 a 37 °C (c), 
pH 5.0 a 20 °C (d), pH 6.0 a 20 °C (e) y pH 6.0 a 37 °C (f). 
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la mayoría de las condiciones 
experimentales se determinó que la actividad anticlostridial fue más alta en los 
extractos concentrados obtenidos de los cultivos con 48 h de crecimiento, 
mientras que los extractos concentrados provenientes de los cultivos con 8 h de 
crecimiento, presentaron la menor actividad inhibitoria. Este resultado podría 
deberse a la acumulación de las bacteriocinas en el medio de cultivo, proceso 
que otros investigadores también han reportado (Guo et al., 2020; de 
Niederhäusern et al., 2020; Ren et al., 2022; Wei et al., 2022). Específicamente, 
la cepa 26 tuvo más actividad inhibitoria al ser cultivada a 15 °C en el medio 
ajustado a pH 5.0, mientras que la cepa 95 presentó mayor actividad 
anticlostridial al crecerla a 20 °C en el medio de cultivo a pH 6.0. Las condiciones 
de pH y temperatura mencionadas no corresponden a las consideradas óptimas 
para el crecimiento bacteriano. Sin embargo, varios trabajos científicos han 
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reportado bacteriocinas cuya producción es mayor fuera de esas condiciones 
(Abbasiliasi et al., 2017; Zhang et al., 2018; Sabo et al., 2019; Khromova et al., 
2020). En base a todos los resultados obtenidos a lo largo del estudio, con el fin 
de estimular la producción de metabolitos anticlostridiales por las cepas 26 y 95, 
se decidió emplear caldo MRS base adicionado con lactosa 2% y extracto de 
levadura al 1%, ajustado a pH 5.0 a 15 °C para cultivar a la cepa 26, o ajustado 
a pH 6.0 a 20 °C para el cultivo de la cepa 95.  
 
A lo largo de las distintas etapas del proceso de ajuste de las condiciones de 
cultivo de las cepas 26 y 95, se empleó el método de difusión en discos para 
evaluar la actividad bacteriocinogénica presente en los extractos concentrados. 
Sin embargo, varios factores pueden afectar el diámetro de los halos de 
inhibición producidos en la placa, lo que puede llevar a sobreestimar o 
subestimar la actividad anticlostridial existente. Algunos de estos factores son la 
velocidad de crecimiento, el estado fisiológico y la densidad celular del 
microorganismo indicador de inhibición, la difusión del compuesto antimicrobiano 
en el agar y los factores que la afectan, entre ellos el peso molecular, la carga 
iónica y la solubilidad del compuesto antimicrobiano, los componentes del medio 
de cultivo que pueden interactuar con el agente inhibitorio, así como la 
temperatura y la humedad a la que se incuban las placas, el pH y la viscosidad 
del medio de cultivo (Monserrat Peña Gomar, 2005; Ávila et al., 2014; 
Schumacher et al., 2018; Yaqub et al., 2023; Hossain, 2024). 
 
En consideración a lo discutido previamente, los resultados obtenidos al aplicar 
el método de difusión en discos fueron interpretados cualitativamente. Con el fin 
de analizar la actividad anticlostridial en forma cuantitativa, se decidió emplear el 
método de microdiluciones para determinar los valores de MIC de los extractos 
concentrados provenientes de cultivos de las cepas 26 y 95 en las condiciones 
que estimulan la producción de bacteriocinas, y compararlos con los valores de 
MIC de extractos concentrados obtenidos a partir de las cepas cultivadas en 
caldo MRS sin modificar (tabla 7). En el apartado 1 del anexo I se presentan los 
gráficos de DO620 nm en función de las diluciones seriadas al medio de la cepa 
ATCC 25755 de C. tyrobutyricum empleada en el estudio. 
 
 
 
 

 
 

En el análisis comparativo se pudo determinar que los extractos concentrados 
provenientes de las cepas 26 y 95 tuvieron valores de MIC más altos al cultivarlas 
en caldo MRS modificado, y por ende mayor actividad anticlostridial, en 
comparación a los registrados en los extractos concentrados obtenidos a partir 
de los cultivos realizados en caldo MRS sin modificar. Esto sugiere que la 

Tabla 7: Valores de MIC (UA/mL) de extractos concentrados de las cepas 26 y 95 al 
cultivarlas durante 24 h en caldo MRS modificado y sin modificar. 
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concentración de bacteriocinas fue superior en los extractos concentrados al 
emplear el caldo MRS modificado. En base a estos datos, se puede considerar 
que las modificaciones de la composición del medio de cultivo, el pH y la 
temperatura de crecimiento, lograron incrementar la producción de 
bacteriocinas. 
 
3.2 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) de 

extractos concentrados de las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus 
 
Los valores de MIC de los extractos concentrados de las cepas 26 y 95 contra 
suspensiones de esporas (106 esporas/mL) de las cepas 175.1, 193.5, 206.2 y 
206.6 de C. tyrobutyricum provenientes de quesos afectados por hinchazón 
tardía por el método de microdiluciones y determinación de DO a 620 nm. En el 
punto 2 del anexo I se encuentran los gráficos de DO620 nm en función de las 
diluciones seriadas al medio consideradas en los ensayos de microdiluciones 
realizados. La tabla 8 presenta los valores de MIC de los extractos concentrados 
contra las cepas de C. tyrobutyricum consideradas en el estudio. 
 
 

 
 
 

En la tabla 8, se observa que los compuestos anticlostidiales producidos por las 
cepas BAL presentaron valores de MIC diferentes para las distintas cepas de 
Clostridium evaluadas.  Las variaciones detectadas en el valor de MIC de los 
extractos concentrados de ambas cepas de Lacticaseibacillus, pueden deberse 
a que las células vegetativas y/o esporas de distintas cepas de C. tyrobutyricum 
difieren en su grado de sensibilidad a los compuestos anticlostridiales de las 
cepas 26 y 95. Este resultado coincide con otros trabajos científicos que han 
determinado los valores de MIC de bacteriocinas contra distintas cepas de C. 
tyrobutyricum, C. sporogenes, C. butyricum, C. beijerinckii y C. perfringens. 
Dichas investigaciones también han encontrado diferencias a nivel de cepas en 
el grado de resistencia intrínseca a las bacteriocinas estudiadas (Ávila et al., 
2014; Garde et al., 2014; García-Vela et al., 2024).  
 
Es importante mencionar que la cepa 193.5 resultó la más susceptible a ambos 
extractos concentrados (MIC: 1.67 UA/mL), mientras que las cepas 175.1 y 206.2 
presentaron la menor sensibilidad (MIC: 0.83 UA/mL). De éstas se seleccionaron 
las cepas 193.5 y 206.2 para realizar el estudio de determinación del efecto 
bacteriostático o bactericida de los extractos concentrados.   
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3.3 Determinación del efecto antimicrobiano de los extractos concentrados 
(bacteriostático o bactericida) 

 
La actividad anticlostridial producida por los extractos concentrados de las cepas 
26 y 95 fue estudiada a lo largo del tiempo contra cultivos de las cepas 193.5 y 
206.2 de C. tyrobutyricum para determinar si dichos extractos ejercen un efecto 
bacteriostático o bactericida. Los recuentos bacterianos de las cepas 193.5 y 
206.2 a lo largo del tiempo fueron graficados en la figura 4 para determinar el 
tipo de actividad anticlostridial producido por cada extracto concentrado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como puede apreciarse en los gráficos, los extractos concentrados de las cepas 
26 y 95 tuvieron un efecto bactericida contra las dos cepas clostridiales 
evaluadas. Los recuentos bacterianos de ambas cepas en los cultivos a tiempo 
final, 39 h, fueron comparados con los existentes a las 19 h, momento en que los 
viales fueron inoculados con los extractos concentrados. El extracto concentrado 
de la cepa 26, provocó una reducción de 1.30 y 1.12 unidades logarítmicas en 
los respectivos recuentos bacterianos de las cepas 193.5 y 206.2. En el caso del 

Figura 4: Comportamiento del recuento 
bacteriano de las cepas 193.5 (celeste) y 206.2 
(rojo) de C. tyrobutyricum a lo largo del tiempo, 
en presencia (línea continua) y ausencia (línea 
discontinua) de extractos concentrados de las 
cepas 26 (a) y 95 (b). Las flechas indican el 
momento de inoculación de los extractos 
concentrados en los cultivos. 
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extracto concentrado de la cepa 95, a las 39 h de cultivo de las cepas 193.5 y 
206.2, se constató una reducción de 1.31 y 0.97 unidades logarítmicas en sus 
respectivos recuentos bacterianos.  
 
3.4 Efecto del pH y la temperatura de refrigeración en la estabilidad de 

extractos concentrados 
 
Con el fin de estudiar el efecto del pH en la estabilidad de los compuestos 
anticlostridiales producidos por las cepas 26 y 95, se evaluó la actividad 
inhibitoria de los extractos concentrados de ambas cepas luego de someterlos a 
pH 4.0, 5.0, 6.0 y 7.0 por 5 h a 37 °C, mediante el método de difusión en discos. 
Asimismo, la actividad anticlostridial fue comparada con el extracto concentrado 
sin modificación de su pH (control). En el punto 3 del anexo I se muestran fotos 
de los ensayos de inhibición realizados en el estudio. Las figuras 5a y 5b 
comparan los diámetros promedios de los halos de inhibición obtenidos en los 
ensayos experimentales.   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para ambas cepas no se encontraron diferencias significativas entre los 
tratamientos realizados y el extracto concentrado sin modificación del pH 

Figura 5: Diámetro (cm) de los halos de 
inhibición producidos por extractos 
concentrados de las cepas 26 (a) y 95 (b) 
ajustados a pH 4.0, 5.0, 6.0 y 7.0, junto con 
extracto concentrado sin tratamiento (control). 
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(control) (p> 0.05). De acuerdo a esto, las condiciones de pH consideradas en el 
estudio no afectaron la estabilidad de las bacteriocinas presentes en los 
extractos concentrados. Es importante destacar el resultado del análisis porque 
en el proceso de elaboración de la mayoría de los quesos madurados, el pH de 
la leche que inicialmente es 6.6 - 6.8, disminuye hasta alcanzar un rango entre 
5.2 - 5.8 en el queso al inicio de la maduración (Ciprovica y Mikelsone, 2011; 
Kołakowski et al., 2012; Reginensi et al., 2016; Nalepa et al., 2020). Lo anterior 
hace suponer que, en la producción quesera este parámetro no debería incidir 
en forma negativa sobre la actividad anticlostridial de estos compuestos 
inhibitorios.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En referencia al estudio de estabilidad de los extractos concentrados durante su 
almacenamiento bajo refrigeración, la actividad anticlostridial de éstos fue 
analizada por el método de difusión en discos a los 0, 20, 40, 60 y 80 días de 
refrigeración. En el anexo I se presentan fotos de los ensayos experimentales 
realizados. El diámetro de los halos de inhibición producidos en las placas fue 

Figura 6: Actividad anticlostridial de extractos 
concentrados de las cepas 26 (a) y 95 (b) durante 
su conservación a 4, -18 y -24 °C. Las letras 
identifican los datos que difirieron estadísticamente 
en cada condición de refrigeración (p < 0.05). 
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representado gráficamente en la figura 6 como porcentaje de actividad 
anticlostridial respecto a la existente en el control (día 0). 
 
A cada temperatura de almacenamiento, los datos obtenidos en los distintos 
tiempos de análisis fueron comparados estadísticamente entre sí para evaluar el 
grado de estabilidad a lo largo del período de conservación. Los datos que 
difirieron estadísticamente se indican en los gráficos de la figura 6. Se observó 
una reducción progresiva de la actividad anticlostridial de los extractos 
concentrados de ambas cepas durante el período de almacenamiento a las tres 
temperaturas consideradas en el estudio. En el caso de la cepa 26, a partir de 
los 20 días de conservación de los extractos a 4 y -18 °C se detectó una pérdida 
significativa de la actividad inhibitoria respecto a la existente en el día 0 (control). 
En cambio, la actividad anticlostridial del extracto concentrado conservado a -24 
°C sólo difirió de la detectada en el control a los 80 días de almacenamiento (p < 
0.05). La pérdida de actividad inhibitoria en los extractos concentrados de la cepa 
26 al final del período de conservación a 4, -18 y -24 °C fue 25.31, 17.25 y 17.08 
%, respectivamente. 
 
Con respecto a la cepa 95, se determinó que la pérdida de actividad inhibitoria 
fue significativa a partir de los 40 días de almacenamiento a 4 y -18 °C, mientras 
que a -24 °C la disminución de la actividad anticlostridial resultó significativa a 
partir de los 60 días de conservación (p < 0.05). La reducción de la actividad 
inhibitoria de los extractos concentrados al finalizar el período de refrigeración 
fue 20.92, 18.32 y 13.51 % a 4, -18 y -24 °C, respectivamente. 
 
Por otro lado, los datos obtenidos en cada tiempo de análisis a las tres 
temperaturas de refrigeración fueron comparados estadísticamente entre sí, 
para determinar si la estabilidad de los extractos concentrados difirió según la 
temperatura en que fueron conservados. El análisis mencionado en el caso de 
la cepa 26 no detectó diferencias significativas entre las tres temperaturas 
consideradas (p > 0.05), en consecuencia, las condiciones de refrigeración 
aplicadas en el estudio no parecen diferir en su impacto en la estabilidad de los 
compuestos anticlostridiales producidos por Lacticaseibacillus 26. Sin embargo, 
teniendo en cuenta que a -18 y -24 °C los extractos concentrados de la cepa 26 
presentaron menor pérdida de actividad inihibitoria con respecto al extracto 
almacenado a 4 °C, se considera que dichas temperaturas de almacenamiento 
serían las más adecuadas para conservar los metabolitos anticlostridiales de 
Lacticaseibacillus 26. 
 
En cuanto al efecto de la temperatura en la actividad anticlostridial de los 
extractos concentrados de Lacticaseibacillus 95 en los distintos tiempos de 
almacenamiento, sólo se detectaron diferencias significativas entre los datos 
correspondientes a 4 y -24 °C a los 40 y 80 días (p < 0.05). En ambos períodos 
de tiempo la actividad anticlostridial fue mayor a -24 °C que a 4 °C. Los datos 
asociados al extracto concentrado almacenado a -18 °C no difirieron 
significativas respecto a los datos obtenidos a 4 y -24 °C a lo largo del período 
de análisis (p > 0.05). De acuerdo a lo que se discutió previamente, la 
temperatura que resultaría más adecuada para conservar el extracto 
concentrado de Lacticaseibacillus 95 sería -24 °C.  
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Otros investigadores, que han evaluado la estabilidad de bacteriocinas 
producidas por Lacticaseibacillus y otros géneros de bacterias ácido lácticas han 
reportado que la actividad antimicrobiana de estos compuestos se conserva por 
más tiempo a temperaturas de congelación porque las reacciones enzimáticas y 
otros procesos de degradación se detienen o enlentecen (Ma et al., 2020; 
Zangeneh et al., 2020; Zhao et al., 2020; Afrin et al., 2021; Melia et al., 2021; 
Peng et al., 2023). Cabe mencionar que la estabilidad de las bacteriocinas 
depende en parte de su composición aminoacídica y su conformación, siendo 
generalmente más estable cuando presentan estructura globular o contiene 
hélices alfa anfipáticas (Funck et al., 2019; Zangeneh et al., 2020; Sukmawati et 
al., 2022; Guo et al., 2024). Otro factor a considerar es la naturaleza química del 
solvente o de la matriz en que se encuentran, la presencia de aditivos y el grado 
de solubilidad de la bacteriocina (da Costa et al., 2019). 
 
 
4. Conclusión 
 
En este capítulo se discutieron los estudios realizados para determinar las 
condiciones de pH y temperatura, así como las fuentes de carbono y nitrógeno 
del medio de cultivo que fueron más adecuados para estimular la actividad 
bacteriocinogénica de las cepas 26 y 95 en forma in vitro. Los extractos 
concentrados producidos en dichas condiciones fueron caracterizados desde el 
punto de vista fisicoquímico y microbiológico. Los estudios de microbiológicos 
indicaron que los compuestos anticlostridiales producidos por las cepas 26 y 95 
tienen un efecto bactericida, y que diferentes cepas de C. tyrobutyricum 
provenientes de quesos con defecto de hinchazón tardía, mostraron una 
sensibilidad diferente frente a las mismas. Con respecto a las propiedades 
fisicoquímicas, se evaluó el efecto del pH y la temperatura de refrigeración en la 
estabilidad de los compuestos con actividad anticlostridial. La modificación del 
pH en el rango de 4.0 a 7.0 no afecta la actividad inhibitoria de las bacteriocinas 
de las cepas 26 y 95, lo que sugiere su compatibilidad con el desarrollo de acidez 
que ocurre en el proceso de elaboración de quesos duros y semiduros. Además, 
los extractos concentrados de ambas cepas podrían ser almacenados a -18 y         
-24 °C, con pérdidas mínimas en su actividad inhibitoria. 
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Capítulo II. Caracterización tecnológica de las cepas 26 y 95 de 
Lacticaseibacillus 
 
 
1. Introducción 
 
La selección de cepas de bacterias ácido lácticas para su uso como cultivos 
iniciadores primarios o adjuntos en elaboraciones queseras, implica su 
caracterización tecnológica en forma in vitro. Posteriormente las cepas 
seleccionadas deben ser evaluadas en quesos producidos a escala piloto, no 
sólo para determinar si dichas cepas son efectivas en conferir la función por la 
cual son empleadas, sino también para asegurar su compatibilidad con las 
características fisicoquímicas y sensoriales del tipo de queso elaborado. 
 
Independientemente de la funcionalidad buscada en las cepas BAL, es 
importante que éstas tengan un comportamiento estable y sean capaces de 
competir con la microflora del alimento, para poder predecir su desarrollo y las 
propiedades que aportarán al producto final (Kavitake et al., 2018; Çetin et al., 
2024). Un aspecto básico de la caracterización tecnológica es estudiar la cinética 
de crecimiento en leche a distintas temperaturas, así como biomasa celular y la 
curva de acidificación desarrollada. También es importante evaluar el impacto 
del NaCl en las concentraciones empleadas en quesería, sobre el crecimiento 
bacteriano y las actividades biotecnológicas desarrolladas por las cepas, porque 
el NaCl modula la velocidad de crecimiento microbiano, así como la actividad de 
las enzimas liberadas en la masa del queso por las células bacterianas muertes 
(Kavitake et al., 2018; Çetin et al., 2024; Grujović et al., 2024).  
 
Por otra parte, con el fin de no afectar el rendimiento quesero ni las propiedades 
fisicoquímicas del producto elaborado, deben realizarse estudios de co-cultivo 
para determinar el grado de compatibilidad entre las cepas analizadas y cultivos 
iniciadores comerciales de quesería (Geria y Caridi, 2014; Abarquero et al., 
2024). Otra característica tecnológica a analizar es la producción de CO2 por 
fermentación de carbohidratos. Las cepas BAL productoras de gas son 
responsables de la formación de ojos en los quesos que presentan esta 
característica (Faria Silva et al., 2023). Sin embargo, la presencia de ojos en los 
quesos de masa ciega es considerada un defecto, en consecuencia, para 
producir estas variedades deben emplearse cepas que no producen cantidades 
significativas de CO2 (Reinheimer, 2022; Ritschard y Schuppler, 2024; Vencek 
Enriquez, 2025). Un aspecto relevante en la selección de cepas BAL para su uso 
en la producción de alimentos fermentados, es identificar y descartar aquellas 
cepas que contienen bacteriófagos integrados en el genoma bacteriano 
(profagos). La proliferación de bacteriófagos mediante el ciclo lítico conduce a la 
lisis bacteriana, esto puede llevar a la pérdida parcial o total del cultivo 
bacteriano. Debido a lo anterior, se prolonga el tiempo necesario para que 
ocurran las biotransformaciones de la matriz alimentaria, mientras que la calidad 
y el rendimiento quesero resultantes disminuyen (Coelho et al., 2022; Liu et al., 
2022). Además de los aspectos tecnológicos analizados, debe tenerse en cuenta 
que la aplicación de cepas en alimentos requiere que éstas sean seguras para 
el ser humano, lo que implica descartar la presencia de genes de virulencia y 
resistencia a antibióticos (Coelho et al., 2022; Colautti et al., 2023, 2024). 
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Las cepas SLAB siempre son empleadas en la elaboración de productos lácteos 
fermentados por su velocidad rápida de acidificación, lo que hace posible 
disminuir el pH de la leche, con la consecuente floculación de las caseínas. 
Como la actividad acidificante puede variar a nivel de cepa, es necesario evaluar 
esta característica para seleccionar las variantes de acidificación rápida (Ribeiro 
et al., 2021; Nicosia et al., 2023). De acuerdo a Beresford et al. (2001), las cepas 
SLAB empleadas como cultivos iniciadores primarios deben acidificar la leche a 
un valor de pH por debajo de 5.3 luego de 6 h de crecimiento. Debe aclararse 
que más allá de la función mencionada, existen cepas SLAB que puede contribuir 
al perfil sensorial del producto elaborado a través de otros procesos metabólicos 
como son la proteólisis o la lipólisis. Además algunas cepas SLAB pueden 
ejercer actividad antimicrobiana contra microorganismos contaminantes del 
producto final, por lo que también contribuyen a su preservación (Taboada et al., 
2014; Ruvalcaba-Gómez et al., 2021; Kaushik y Anand, 2025).    
 
Con respecto a las cepas NSLAB, su incorporación en la producción de lácteos 
fermentados puede obedecer a tres posibles funciones: 1) mejorar 
características de sabor, aroma o textura por procesos bioquímicos distintos a la 
acidificación de la leche; 2) inhibir el desarrollo de microorganismos 
contaminantes en el producto final contribuyendo a su preservación durante el 
tiempo de vida útil; 3) desarrollar productos alimentarios que contengan cepas 
viables con efecto probiótico demostrado en la salud del ser humano, para 
aportar ese beneficio al consumidor (Carminati et al., 2016; Kavitake et al., 2018; 
Grujović et al., 2024).  
 
El perfil sensorial de muchos tipos de quesos maduros se debe en gran parte al 
crecimiento de cepas NSLAB durante la etapa de maduración. La industria láctea 
realiza tratamientos físicos a la leche como la pasteurización, bactofugación y 
microfiltración para reducir la concentración de microorganismos contaminantes 
que ésta posee y producir alimentos inocuos y estables durante su tiempo de 
vida útil. Sin embargo, los procedimientos mencionados también eliminan parte 
de la microflora de NSLAB autóctonas de la leche (Coelho et al., 2022; Faria 
Silva et al., 2023; Abarquero et al., 2024; Sionek et al., 2024). Al existir una menor 
carga y diversidad de NSLAB viables en la leche tratada, el impacto de éstas en 
el producto final es menor, por lo que es necesario incorporar cepas NSLAB 
comerciales como cultivos iniciadores adjuntos en el proceso de elaboración. 
Dichas cepas contribuyen a las características sensoriales del queso mediante 
el desarrollo de actividad proteolítica, generando péptidos que aportan sabor 
amargo, y actividad lipolítica que libera ácidos grasos causantes del sabor rancio 
(Raj et al., 2021; Çetin et al., 2024; Kaushik y Anand, 2025). Asimismo, estos 
compuestos son catabolizados por las cepas NSLAB produciendo compuestos 
volátiles que contribuyen al sabor y aroma del producto. También existen cepas 
capaces de fermentar el citrato produciendo acetaldehído, acetoína y diacetilo, 
que mejoran las características mencionadas, además de CO2 que es importante 
para el desarrollo de ojos en quesos y la producción de efervescencia en ciertas 
bebidas lácteas fermentadas (Faria Silva et al., 2023). Además algunas cepas 
NSLAB generan exopolisacáridos que mejoran la textura del producto y ayudan 
a incrementar el rendimiento productivo (Raj et al., 2021; Faria Silva et al., 2023; 
Aziz et al., 2024). Es importante evaluar dichas propiedades tecnológicas en las 
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cepas NSLAB no sólo en estudios in vitro, sino también en elaboraciones a 
escala piloto para determinar su impacto en los quesos producidos porque si 
ocurren en forma excesiva pueden provocar defectos sensoriales (Abarquero et 
al., 2024; Çetin et al., 2024; Kaushik y Anand, 2025). 
 
Por otra parte, varios trabajos científicos han determinado que la diversidad de 
NSLAB, así como las especies predominantes en los quesos no sólo difieren 
según la variedad considerada y los parámetros fisicoquímicos del proceso de 
elaboración, sino también entre distintas plantas queseras y fluctúa a lo largo de 
la etapa de maduración (Dolci y Cocolin, 2018; Nikoloudaki, 2021; Barzideh et 
al., 2022; Martini et al., 2024). Debido a lo anterior, las características 
fisicoquímicas y el perfil organoléptico del producto final son el resultado de la 
actividad metabólica de las sucesivas cepas NSLAB que se vuelven 
predominantes en el transcurso de la etapa mencionada. En la producción 
quesera a nivel industrial se busca reducir la variabilidad entre distintas 
elaboraciones de una misma variedad (Dolci y Cocolin, 2018; Nikoloudaki, 2021; 
Bettera et al., 2023; Grujović et al., 2024). Como consecuencia de esto, con el 
fin de tener más control en las características finales, un criterio a considerar en 
la selección de cepas NSLAB a ser empleadas como cultivos iniciadores 
adjuntos, es su capacidad de predominar y ser estables a lo largo de la 
maduración (Dolci y Cocolin, 2018; Bettera et al., 2023; Grujović et al., 2024).  
 
Existen cepas NSLAB que se adicionan en la elaboración de productos lácteos 
fermentados por su capacidad de prevenir el crecimiento de microorganismos 
contaminantes alterantes y/o patógenos. Estas cepas biopreservantes o 
bioprotectoras producen diversos metabolitos con acción antimicrobianos como 
son: ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, bacteriocinas, dióxido de carbono, 
acetaldehído, diacetilo, acetoína, ácidos grasos, etanol, exopolisacáridos, D-
aminoácidos, compuestos fenólicos, reuterina y reutericiclina (Ajao et al., 2018; 
Özogul y Hamed, 2018; García-Cano et al., 2019; Putri et al., 2024; Muharram et 
al., 2025). La selección de las cepas para aplicarlas como bioprotectoras en los 
alimentos se basa en la efectividad de su actividad inhibitoria contra los 
microorganismos contaminantes usualmente presentes (Funck et al., 2019; 
Palavecino Prpich et al., 2021). Debe tenerse en cuenta que las características 
fisicoquímicas aplicadas en el proceso de producción y las existentes en la matriz 
del producto, así como la microflora asociada, pueden afectar el crecimiento de 
las cepas evaluadas, la síntesis de los compuestos inhibitorios y la estabilidad 
de éstos. También es importante estudiar el efecto de las cepas inhibitorias en 
las propiedades organolépticas del producto en que se desean incorporar 
(Taboada et al., 2014; Funck et al., 2019; Palavecino Prpich et al., 2021).  
 
Todo lo que se describió anteriormente resalta la importancia de caracterizar 
tecnológicamente a una cepa microbiana para determinar su impacto y eficacia 
en productos alimentarios. Los estudios presentados en este capítulo tuvieron 
por objetivo determinar la compatibilidad de las cepas 26 y 95 con cepas BAL 
iniciadoras comerciales y el proceso de elaboración quesera.  
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2. Materias y métodos 
 
2.1 Compatibilidad de cepas BAL anticlostridiales con cepas BAL 

empleadas en fermentos comerciales 
 
Se analizó la compatibilidad de las cepas anticlostridiales 26 y 95 con cepas BAL 
provenientes de fermentos comerciales utilizados en quesería al ser 
confrontadas en dos diseños experimentales: 1) co-cultivo de las cepas en 
matraces Erlenmeyer conteniendo caldo MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, 
1960); 2) cultivo de las cepas enfrentadas en un sistema de dos compartimentos 
conteniendo caldo MRS y conectados por una membrana millipore de 0.22 µm 
que permite la difusión de sus metabolitos, pero impide el contacto físico entre 
las cepas. 
 
El estudio de confrontación de las cepas en co-cultivo se realizó en matraces 
Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 300 mL de caldo MRS. Todas las cepas 
fueron previamente cultivadas en caldo MRS por 24 h a 37 °C. Los cultivos 
bacterianos obtenidos se ajustaron a 104 UFC/mL por absorbancia a 620 nm. 
Cada matraz fue sembrado al 1 % con una cepa BAL anticlostridial y una cepa 
BAL comercial. En el análisis se incluyeron controles positivos de crecimiento de 
cada cepa evaluada que consistieron en cultivar dichas cepas en ausencia de 
confrontación. Todos los matraces se incubaron a 37 °C durante 48 h. A partir 
de los cultivos resultantes se realizaron diluciones decimales seriadas en 
solución salina fisiológica 0.85 % y éstas fueron sembradas por duplicado en 
placas del medio Homofermentativo-Heterofermentativo Diferencial (HHD) 
(Adnan et al., 2017; Blaiotta et al., 2018). Luego de incubar las placas sembradas 
en microaerofilia a 37 °C por 48 h, se determinaron los recuentos bacterianos de 
cada cepa. Los resultados obtenidos fueron analizados por el método estadístico 
One-way ANOVA (p < 0.05). 
 
En la segunda etapa del análisis de compatibilidad, se estudiaron las cinéticas 
de crecimiento de las cepas BAL comerciales y las cepas anticlostridiales 26 y 
95, al cultivarlas en caldo MRS en condición de confrontación y ausencia de ésta 
(controles) en un sistema de dos compartimientos. Todas las cepas fueron 
previamente cultivadas en caldo MRS por 24 h a 37 °C. Los cultivos bacterianos 
obtenidos fueron ajustados por absorbancia a 620 nm y sembrados al 1 % en los 
compartimentos. El dispositivo se incubó a 37 °C durante 48 h. A las horas 0, 3, 
5 y 7 se extrajeron muestras de cultivo de cada compartimento para determinar 
los recuentos bacterianos de las cepas evaluadas en placas de agar MRS luego 
de incubarlas en microaerofilia durante 48 h a 37 °C. En las horas mencionadas 
también se midió el pH en ambos compartimentos (Khosravi et al., 2014; 
Moutinho et al., 2017). Los resultados obtenidos fueron analizados 
estadísticamente por One-way ANOVA (p < 0.05). 
 
2.2 Evaluación de la tolerancia de las cepas anticlostridiales al NaCl 
 
Se determinó el recuento de las cepas 26 y 95 al cultivarlas en concentraciones 
de NaCl de 0.0 - 2.5%. La finalidad del análisis fue determinar la tolerancia de 
estas cepas a los niveles de NaCl existentes en quesos duros y semiduros. Las 
cepas anticlostridiales fueron cultivadas en caldo MRS durante 24 h a 37 °C. A 
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partir de los cultivos obtenidos se sembraron tubos conteniendo caldo MRS y 
NaCl a las concentraciones finales 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 %. Los recuentos 
bacterianos existentes en los tubos con 24 h de crecimiento fueron determinados 
por recuento en placas de agar MRS y se compararon con el control (caldo MRS 
sin contenido de NaCl). Todos los ensayos se hicieron por duplicado (Chowdhury 
et al., 2012; Dugat-Bony et al., 2016). 
 
2.3 Evaluación de la producción de gas por fermentación de carbohidratos 
 
Se evaluó la capacidad de las cepas 26 y 95 de producir gas (CO2) al fermentar 
los azúcares glucosa, lactosa, manitol, arabinosa y xilosa. El estudio tuvo por 
finalidad determinar la compatibilidad de estas cepas con la producción de 
quesos de masa ciega. La metodología consistió en preparar tubos con 8 mL de 
caldo MRS base adicionado al 1% con los carbohidratos mencionados por 
separado y una campana de Durham invertida para poder detectar la producción 
de gas. Las cepas se inocularon en los tubos al 1% a partir de cultivos 
bacterianos con 24 h de crecimiento en caldo MRS. La presencia de burbujas de 
gas en las campanas de Durham fue evaluada luego de incubar los tubos a 37 
°C durante cinco días. Todos los ensayos se realizaron por duplicado (Mulaw et 
al., 2019; Marco et al., 2020). 
 
2.4 Estudio de las cinéticas de crecimiento de las cepas 26 y 95 de 

Lacticaseibacillus en leche 
 
Se analizaron las cinéticas de crecimiento de las cepas 26 y 95, así como la 
actividad acidificante de éstas al cultivarlas en leche. La razón del estudio fue 
ajustar los tiempos de crecimientos de dichas cepas en la etapa de escalado 
necesaria para poderlas emplear como inóculos en elaboraciones queseras. 
Cada cepa fue cultivada durante 24 h en caldo MRS. El cultivo preparado fue 
inoculado al 1% en tres matraces Erlenmeyer conteniendo 250 mL de leche UHT 
estéril. A las 0, 3, 5, 8 y 10 horas de crecimiento, se determinó el recuento 
bacteriano en placas de agar MRS y el pH de la leche fue medido. 
 
 
3. Resultados y discusión. 
 
3.1 Compatibilidad de cepas BAL anticlostridiales con cepas BAL 

empleadas en fermentos 
 
Se evaluó la compatibilidad de las cepas anticlostridiales 26 y 95 de 
Lacticaseibacillus al confrontarlas con diez cepas de bacterias ácido lácticas 
(BAL) provenientes de fermentos queseros comerciales, pertenecientes a 
Lactococcus lactis (3/10), Streptococcus thermophilus (3/10), Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus (2/10), Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (1/10) 
y Lactobacillus helveticus (1/10). El estudio se realizó en dos etapas, la primera 
consistió en determinar los recuentos bacterianos (UFC/mL) de las cepas al 
crecerlas en caldo MRS en condición de co-cultivo y como cultivos puros 
(controles), dichos datos se presentan en las tablas 1 y 2.  
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Los recuentos obtenidos para cada cepa confrontada estuvieron en el mismo 
orden logarítmico que en la condición control. Los resultados correspondientes 
a las cepas crecidas en co-cultivo fueron comparados estadísticamente con los 
pertenecientes a los controles. El análisis mencionado no encontró diferencias 
significativas entre dichos datos (p > 0.05). Lo anterior sugiere que no existieron 
interacciones de antagonismo entre las cepas anticlostridiales y las cepas 
provenientes de fermentos de quesería. 
 
En la segunda etapa de la investigación se determinaron las velocidades de 
crecimiento (constante K) de las cepas evaluadas, en presencia y ausencia de 
confrontación, a partir de sus cinéticas de crecimiento en un dispositivo de dos 
compartimentos (figura 1). En el anexo II se compilaron las gráficas de 
linealización realizadas para determinar la pendiente asociada a la fase de 
crecimiento exponencial de cada cepa confrontada, y calcular la constante K a 
partir de dicho dato. También se evaluó la actividad acidificante (∆pH) 
desarrollada por las cepas en ambas condiciones experimentales luego de las 7 
horas de crecimiento.  
 

Tabla 1: Recuentos bacterianos (UFC/mL) de la cepa 26 y cepas BAL comerciales en 
presencia de confrontación y ausencia de ésta (control). 

Tabla 2: Recuentos bacterianos (UFC/mL) de la cepa 95 y cepas BAL comerciales en 
presencia de confrontación y ausencia de ésta (control). 
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En las tablas 2 y 3 se encuentran los valores promediados de los parámetros 
analizados para las cepas BAL comerciales. Los resultados hallados fueron 
comparados estadísticamente con los obtenidos en ausencia de confrontación 
mediante el método de One-Way ANOVA (p < 0.05). En los ensayos 
experimentales realizados con la cepa 26 (tabla 3), no se detectaron diferencias 
significativas en las velocidades de crecimiento de las cepas BAL comerciales 
en los ensayos de confrontación realizados con la cepa 26 (p > 0.05). Con 
respecto a la tasa de acidificación del medio de cultivo en dichas 
confrontaciones, sólo se detectaron diferencias significativas en los ensayos 
realizados con L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ldb1 y L. helveticus Lh5                     
(p < 0.05). En ambos casos, el descenso del pH del medio de cultivo fue mayor 
en presencia de la cepa 26 que en el control. En dichas confrontaciones la 
acidificación del medio de cultivo se debió principalmente a la actividad 
acidificante de Lacticaseibacillus 26 porque la correspondiente a las cepas BAL 
comerciales fue baja. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Crecimiento de Lacticaseibacillus 26 (izquierda) 
y S. thermophilus St2 (derecha) en dispositivo de dos 
compartimientos conteniendo caldo MRS. 
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En referencia a los resultados obtenidos en los estudios de confrontación con la 
cepa 95 (tabla 4), L. helveticus Lh5 fue la única cepa comercial cuya velocidad 
de crecimiento difirió significativamente en la condición de confrontación, 
resultando mayor que en el control (p > 0.05). Una posible hipótesis que 
explicaría el resultado anterior es que la cepa 95 produce metabolitos que 
estimulan el crecimiento de la cepa Lh5. Por otra parte, la tasa de acidificación 
del medio de cultivo sólo varió al confrontar la cepa 95 con L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus Ldb1, siendo inferior a la determinada en la condición control                 
(p < 0.05). El resultado anterior se debió a la limitada actividad acidificante de la 
cepa Ldb1 respecto a la producida por la cepa 95. 
 
 
 
 

Tabla 3: Velocidad de crecimiento (constante K) y tasa de 
acidificación (∆pH) de cepas BAL comerciales al 
confrontarlas con Lacticaseibacillus 26, y en ausencia de 
confrontación. 

Nota: (*) diferencia significativa (p < 0.05) respecto a la 
condición control (ausencia de confrontación). 
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Los datos obtenidos en las dos etapas metodológicas sugieren que las cepas 26 
y 95 no tienen actividad inhibitoria contra las cepas BAL comerciales evaluadas. 
Este resultado es relevante porque las cepas BAL consideradas en la 
investigación provienen de cultivos iniciadores primarios (SLAB), es decir, son 
esenciales para acidificar la leche y provocar su coagulación, lo que afecta el 
rendimiento quesero. El uso de cepas con potencial biotecnológico en la 
producción de quesos, requiere que sean compatibles con las cepas SLAB 
adicionadas, con el fin de no afectar el tiempo necesario para que ocurra la 
coagulación de la leche, ni el rendimiento quesero (Neviani et al., 2013; Geria y 
Caridi, 2014; Blaya et al., 2018; Gensler et al., 2020; Margalho et al., 2021; 
Bintsis y Papademas, 2024). 
 
En los ensayos de confrontación realizados, también se analizaron la velocidad 
de crecimiento y la actividad acidificante de las cepas 26 y 95 (tabla 5). El análisis 

Tabla 4: Velocidad de crecimiento (constante K) y tasa de 
acidificación (∆pH) de cepas BAL comerciales al 
confrontarlas con Lacticaseibacillus 95, y en ausencia de 
confrontación. 

Nota: (*) diferencia significativa (p < 0.05) respecto a la 
condición control (ausencia de confrontación). 
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estadístico de los datos obtenidos sólo detectó una reducción significativa             
(p < 0.05) en la velocidad de crecimiento de Lacticaseibacillus 26 en presencia 
de L. lactis Lc13 y L. helveticus Lh5. En ambos casos los recuentos bacterianos 
alcanzados por la cepa 26 en presencia y ausencia de confrontación, difirieron 
en < 1 unidad logarítmica. Por otra parte, se detectó un aumento significativo en 
la velocidad de crecimiento de las cepas 26 y 95, en presencia de                                       
S. thermophilus St2 y L. delbrueckii subsp. bulgaricus Ldb1, respectivamente. 
Estos resultados podrían sugerir que las cepas anticlostridiales resultan 
beneficiadas al crecer en presencia de las cepas comerciales antes 
mencionadas. En las restantes interacciones evaluadas no se detectaron 
diferencias significativas en los parámetros considerados (p > 0.05).  
 

 

 

 
 
 
 
 
En referencia a los distintos ensayos de confrontación en los cuales se detectó 
un incremento de la velocidad de crecimiento de la cepa anticlostridial o la cepa 
comercial, se debe mencionar que otros autores que han estudiado las cinéticas 
de crecimiento de cepas de lactobacilos en co-cultivo con otras cepas BAL han 
reportado resultados similares a los determinados en esta investigación (Goin, 
2010; Sasaki et al., 2014; Ma et al., 2015; Gebreselassie y Beyene, 2016; 
O’Sullivan et al., 2016; Mugampoza et al., 2019; Ibrahim y Raman, 2021). De 
acuerdo a los análisis realizados, se esperaría una baja ocurrencia de 
incompatibilidad entre las cepas anticlostridiales y cepas BAL empleadas en 
quesería. 
 
3.2 Evaluación de la tolerancia de las cepas anticlostridiales al NaCl 
 
Se estudió la capacidad de crecimiento de las cepas 26 y 95 a las 
concentraciones de sal existentes en quesos duros y semiduros, con este fin se 
determinó el recuento bacteriano de dichas cepas al cultivarlas en caldo MRS 
adicionado con NaCl a concentraciones de 0.0 a 2.5 %. Los resultados obtenidos 
en el estudio (tabla 6), fueron comparados estadísticamente con los obtenidos 

Tabla 5: Velocidad de crecimiento (constante K) y tasa de acidificación (∆pH) de las 
cepas 26 y 95 al confrontarlas con cepas BAL comerciales, y en ausencia de 
confrontación (control). 

Nota: (*) diferencia significativa (p < 0.05) respecto a la condición control (ausencia 
de confrontación). 
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en caldo MRS sin adición de NaCl (control). El análisis estadístico no detectó 
diferencias significativas entre los datos comparados (p > 0.05). En base a lo 
anterior se considera que la viabilidad de las cepas 26 y 95 no sería afectada por 
el proceso de salado aplicado en la elaboración quesera. Trabajos previos han 
determinado que las cepas de Lacticaseibacillus son capaces de soportar el 
estrés osmótico producido por altas concentraciones de NaCl mediante síntesis 
de compuestos denominados osmolitos, tales como colina, trealosa y prolina que 
se acumulan en el citosol, lo que evita la pérdida del agua intracelular 
(Papadimitriou et al., 2016; Pinoargote y Ravishankar, 2018; Silva et al., 2019; 
Zhang et al., 2020; M’hamed et al., 2022; Grujović et al., 2024). 

 
 

   

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
3.3 Evaluación de la producción de gas por fermentación de carbohidratos 
 
Se evaluó la producción de CO2 generado por las cepas 26 y 95 al fermentar los 
azúcares glucosa, manitol, lactosa, arabinosa y xilosa. El estudio fue realizado 
porque algunas cepas BAL heterofermentativas producen niveles importantes de 
CO2, cuya acumulación en la masa del queso causa el defecto de hinchazón 
tardía (Alvenäs, 2015; Khan, 2017; Campfield, 2020; Marco et al., 2020).  
 
Con respecto a los resultados obtenidos, ninguna de las cepas genera 
cantidades detectables de gas en campana de Durham a partir de los 
carbohidratos considerados en el análisis (figura 2). En el caso de los 
carbohidratos glucosa y manitol, que son hexosas, así como para la lactosa que 
es un disacárido compuesto por glucosa y la hexosa galactosa, los resultados 
concuerdan con el metabolismo heterofermentativo facultativo que presenta la 
mayoría de las especies que actualmente integran al género Lacticaseibacillus. 
Estos microorganismos fermentan las hexosas por la vía glucolítica produciendo 
ácido láctico como producto principal. En cambio, si los carbohidratos 
disponibles son pentosas como la xilosa y la arabinosa, la fermentación ocurre 
por la vía pentosa-fosfato, gracias a la expresión de una fosfocetolasa inducible, 
generando ácido láctico, etanol o ácido acético y CO2 en igual proporción 
(Tegopoulos, 2020; Cui y Qu, 2021; Jeyagowri et al., 2023; Colautti et al., 2024; 
Grabner et al., 2024; Nguyen y Nguyen, 2024).  

Tabla 6: Recuentos bacterianos (UFC/mL) de las cepas 26 y 95 
al cultivarlas en caldo MRS adicionado con NaCl a 
concentraciones 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 % 
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La ausencia de burbujas en los tubos que contenían xilosa o arabinosa, podría 
deberse a las siguientes razones: 1) las cepas evaluadas no son capaces de 
fermentar dichos azúcares (Nigatu et al., 2000; Buron-Moles et al., 2019); 2) hay 
escasa fermentación de los carbohidratos por lo que la generación de gas no es 
suficiente para ser detectada en la campana de Durham (Tsunoda et al., 2003; 
Reiner, 2012; Alves Araújo et al., 2018); 3) si bien las cepas podrían fermentar 
xilosa y/o arabinosa, el proceso transcurre en forma lenta, con baja producción 
de CO2, del cual una fracción no queda retenida en la campana de Durham y 
otra se solubiliza en el caldo de cultivo en lugar de acumularse en la campana 
(Guinet, 1985; Tsunoda et al., 2003; Ngameni Tchonkouang, 2021).   
 
En base a los resultados obtenidos en el estudio, no se esperaría detectar casos 
de hinchazón tardía al emplear dichas cepas como cultivos adjuntos en 
elaboraciones queseras. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 2: Evaluación de la producción de gas por las cepas 26 y 95 
al ser cultivadas en tubos conteniendo caldo MRS adicionado con: 
lactosa (A), manitol (B), glucosa (C), xilosa (D) y arabinosa (E). 
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3.4 Estudio de las cinéticas de crecimiento de las cepas 26 y 95 de 
Lacticaseibacillus en leche 

 
Con el fin de propagar las cepas 26 y 95 durante la etapa de escalado previo a 
su empleo como cultivos adjuntos en elaboraciones queseras, se estudiaron las 
cinéticas de crecimiento y la actividad acidificante (pH) de dichas cepas al 
cultivarlas en leche UHT estéril. Los datos de recuento bacteriano (UFC/mL) y 
los valores de pH determinados a las distintas horas del estudio, se representan 
gráficamente en la figura 3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En relación a la cinética de crecimiento de Lacticaseibacillus 26 (figura 3a), su 
fase de crecimiento exponencial finalizó aproximadamente a las 8 horas de ser 
sembrada en la leche y el recuento microbiano máximo alcanzado por el cultivo 
fue 1.25 x 108 UFC/mL, lo que correspondió a un aumento de 1.27 unidades 
logarítmicas respecto al recuento bacteriano existente a 0 h. En referencia a la 
actividad acidificante de la cepa 26, a las 10 h de crecimiento el pH de la leche 
fue 5.98, resultando en una tasa de acidificación ∆pH = 0.64.  
 

Figura 3: Cinéticas de crecimiento y actividad 
acidificante (pH) de las cepas 26 (a) y 95 (b) en 
leche UHT estéril. 
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Con respecto a Lacticaseibacillus 95 (figura 3b), la fase de crecimiento 
exponencial también abarcó 8 h aproximadamente. El recuento bacteriano 
máximo correspondió a 5.50 x 107 UFC/mL, lo que implicó un incremento de 1.28 
unidades logarítmicas respecto al recuento bacteriano determinado a 0 h. En lo 
que respecta a la actividad acidificante de esta cepa, a las 10 h de crecimiento 
la tasa de acidificación fue ∆pH = 0.43 (pH final = 6.22).   
 
De acuerdo a los resultados previamente mencionados, con el fin de mantener 
las cepas en crecimiento activo durante su propagación en leche, los cultivos 
bacterianos producidos deberían ser repicados dentro de las 8 h de crecimiento. 
El compartimiento de las cinéticas de crecimiento, así como la actividad 
acidificante de las cepas evaluadas, concuerdan con otros trabajos científicos 
realizados con cepas de Lacticaseibacillus casei, L. paracasei y L. rhamnosus 
(Ng et al., 2014; Sakai et al., 2018; de Oliveira Vogado et al., 2018; Bai et al., 
2020; Bengoa, 2020; Hussain et al., 2021; Bettera et al., 2023; Durango Zuleta 
et al., 2023; Sergeev et al., 2023; Batistela et al., 2025). La mayoría de las cepas 
pertenecientes a las especies bacterianas mencionadas tienen baja capacidad 
acidificante, esto significa que no son capaces de acidificar la leche a valores de 
pH < 5.3 dentro de las 8 horas de crecimiento (Carneiro Ratão, 2011; Beux et al., 
2020; Randazzo et al., 2021; Nicosia et al., 2023).  
 
 
4. Conclusión 
 
En este capítulo se abordaron los estudios de caracterización tecnológica 
realizados a las cepas 26 y 95 para evaluar su compatibilidad con cepas de 
bacterias ácido lácticas empleadas como cultivos iniciadores primarios de 
quesería, así como con el proceso tecnológico aplicado en la producción de 
quesos. En los análisis desarrollados se determinó que las cepas 26 y 95 fueron 
compatibles con las cepas provenientes de cultivos iniciadores comerciales, por 
lo que no sería de esperar que interfirieran en la acción de los mismos. Con 
respecto a los estudios efectuados para evaluar la adecuación de las cepas 
anticlostridiales con el proceso de elaboración quesera, se determinó que 
mantienen su viabilidad a las concentraciones de sal de las salmueras utilizadas 
en el proceso de elaboración quesera. Asimismo, las cepas 26 y 95 no generan 
cantidades detectables de CO2 al fermentar carbohidratos, en consecuencia, su 
empleo como cultivos adjuntos de quesería no debería producir ojos no 
deseados en la horma de los quesos. De acuerdo a los datos obtenidos en los 
estudios realizados en forma in vitro, se esperaría que las cepas anticlostridiales 
fueran compatibles con el proceso de manufactura y las características del 
producto final. Sin embargo, deben realizarse elaboraciones queseras a nivel de 
laboratorio para comprobar si los resultados obtenidos en forma in vitro son 
correctos. Los estudios correspondientes a dicha etapa de investigación se 
discuten en el capítulo III de esta tesis. 
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Capítulo III. Evaluación de la actividad anticlostridial de las 
cepas 26 y 95 en queso tipo Dambo 
 
1. Introducción 
 
El queso es un producto lácteo fermentado definido como “el producto fresco o 
madurado obtenido por el drenaje de líquido (suero lácteo) resultante de la 
coagulación de la leche, nata, leche desnatada o parcialmente desnatada, suero 
de manteca o cualquier combinación de estos productos” (Food and Agriculture 
Organization [FAO], 2013). El proceso de elaboración quesera comprende tres 
etapas principales: 1) formación del gel o cuajada por coagulación de la leche, 
2) deshidratación o sinéresis de la cuajada, 3) proceso de maduración. 
 
La producción industrial de quesos se realiza a partir de la leche pasteurizada y 
estandarizada en su contenido de grasa y proteína. Una vez que la leche se 
encuentra en la tina quesera, se adiciona el cultivo iniciador, la enzima 
quimosina, CaCl2 y pueden incorporarse preservantes como la lisozima o sales 
de nitrato (Şatana, 2018). Las proteínas caseínas de la leche precipitan por la 
acidificación desarrollada mediante fermentación ácido láctica que producen las 
bacterias ácido lácticas del cultivo iniciador primario (SLAB), así como por la 
proteólisis causada por la quimosina. Como resultado de lo anterior se obtiene 
una red proteica denominada cuajada en la que quedan retenidos la grasa, 
vitaminas, minerales y parte del agua de la leche (Johnson y Law, 2010; 
Kindstedt, 2013).  
 
La siguiente etapa de la elaboración consiste en cortar la cuajada en cubos, 
denominados granos de cuajada, liberándose suero lácteo. Este proceso de 
deshidratación denominado sinéresis continúa en las etapas posteriores de 
moldeado, prensado, salado y maduración. Debe mencionarse que algunos tipos 
de quesos requieren realizar una etapa de cocción y agitación de la cuajada 
antes del moldeado, manteniéndola a temperaturas entre 35 a 57 °C 
dependiendo de la variedad elaborada, lo que también favorece la pérdida de 
suero lácteo (Kindstedt, 2013; Fox et al., 2017). Dependiendo de la intensidad 
de los parámetros fisicoquímicos asociadas a cada uno de los procesos 
mencionados, se obtiene un producto final cuya textura presenta mayor o menor 
dureza. El moldeado y prensado del queso también son necesarios para 
compactar mejor los granos de cuajada y disminuir la existencia de huecos u 
ojos mecánicos en la masa interna del queso. Asimismo, las etapas 
mencionadas aportan una forma homogénea a la horma (Johnson y Law, 2010; 
Mukhiddinov et al., 2022). Con respecto al salado de los quesos, la mayoría de 
las variedades se salan por inmersión en salmueras que contienen entre 20 a 22 
°Bé (grados Baumé) de sal. Además de la deshidratación del queso, el salado 
mejora el sabor del producto, favorece su preservación desde el punto de vista 
microbiológico, regula la actividad de las enzimas bacterianas liberadas en la 
matriz del queso y contribuye a la generación de su corteza (Goy et al., 2012; 
Giroux et al., 2022; López González et al., 2024).  
 
En el proceso de maduración, los quesos se mantienen en cámaras de 
temperatura y humedad controladas para que alcancen las características 
sensoriales esperadas de textura, sabor y aroma. A nivel industrial, el tiempo de 
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permanencia de los quesos en dichas cámaras suele ser entre 7 a 270 días 
dependiendo de la variedad elaborada (Cerutti et al., 2015; Fox et al., 2017; 
Bezerra et al., 2024). Durante ese período de tiempo los quesos siguen 
perdiendo humedad, además las bacterias ácido lácticas no iniciadoras (NSLAB) 
provenientes de la leche y la línea de producción, así como aquellas que son 
incorporadas como cultivos adjuntos, proliferan convirtiéndose en la microflora 
predominante (Fox et al., 2017; Zhao et. al, 2025). Los procesos metabólicos 
desarrolladas por las NSLAB, entre ellos la proteólisis, lipólisis y el catabolismo 
de aminoácidos y ácidos grasos liberados, generan compuestos químicos que 
contribuyen al perfil organoléptico del producto final (Khattab et al., 2019; Zhao 
et al., 2025). 
 
El crecimiento de microorganismos contaminantes en los quesos puede causar 
defectos de textura, sabor y aroma, lo que puede provocar el rechazo por parte 
de los consumidores y reducir su valor económico. En el caso de los quesos 
semiduros y duros, uno de los defectos más frecuentes es la aparición de 
hinchazón tardía, provocado por el desarrollo de cepas de Clostridium en la 
etapa de maduración. La industria láctea dispone de métodos para prevenir el 
crecimiento de este género bacteriano y reducir la ocurrencia de la alteración, 
éstos son la microfiltración, la bactofugación y el agregado de lisozima o sales 
de nitrato como preservantes químicos a la leche. Dichas estrategias de control 
no son completamente efectivas y presentan desventajas que limitan su uso 
(Hassan et al., 2021; Sánchez et al., 2024; Velasco et al., 2025). Una alternativa 
a los métodos mencionados es emplear cepas de bacterias ácido lácticas con 
actividad anticlostridial como cultivos adjuntos en la producción de quesos. En 
ese sentido, distintos proveedores de insumos para el sector lácteo, cuentan con 
cepas BAL biopreservantes seleccionadas para su aplicación en elaboraciones 
queseras. Asimismo, hay un gran interés a nivel industrial y académico en 
disponer de nuevas cepas que cumplan esta función y además permitan 
contribuir al mejoramiento de las características sensoriales de los quesos 
producidos (Shi y Maktabdar, 2022; Bintsis y Papademas, 2024). Con dicha 
finalidad, el potencial inhibitorio de las cepas aisladas de leche cruda y/o 
productos lácteos, debe ser evaluado en estudios de laboratorio, así como en 
quesos producidos en plantas piloto. A través de estos análisis se busca 
seleccionar las cepas que ejercen un biocontrol más efectivo y resultan 
compatibles con cultivos iniciadores y las condiciones de elaboración quesera 
(Bintsis y Papademas, 2024). 
 
Teniendo en cuenta lo discutido previamente, en el contexto de la línea de 
investigación abordada en esta tesis, se decidió evaluar la efectividad de la 
actividad anticlostridial producida por las cepas 26 y 95 al emplearlas como 
cultivos adjuntos en queso tipo Dambo elaborado a escala de laboratorio. 
También se consideró necesario analizar la composición de los quesos 
producidos, para determinar si el desarrollo de las cepas modifica sus 
características fisicoquímicas. El queso Dambo es originario de Dinamarca y su 
denominación está protegida legalmente por tener estatus PGI (Protected 
Geographical Indication), por dicha razón a la versión industrial de este queso se 
lo define como queso tipo Dambo (Comisión Europea, 2017; Falchi et al., 2023). 
La variedad producida en forma industrial es descripta por el Codex Alimentarius 
(Comisión del Codex Alimentarius, CXS 264-1966, 2022) y la reglamentación 
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vigente en el MERCOSUR (MERCOSUR/GMC/RES Nº 29/96, 2011), como un 
queso graso, de mediana humedad, consistencia semidura y elástica, textura 
compacta, no granulosa, que puede o no tener ojos, si los presenta éstos son 
redondos con un diámetro máximo de 1 cm. El color de la masa es blanco a 
amarillento y el sabor debe ser láctico, suave y ligeramente salado. El tiempo de 
maduración mínimo es 25 días a una temperatura entre 12 - 20 °C. Este queso 
fue seleccionado para realizar los estudios antes citados por ser una de las 
variedades más afectadas por el defecto de hinchazón tardía, debido a su textura 
semidura y por requerir un período de maduración de 90 días en hormas de 1 
Kg, permitiendo desarrollar los análisis en un tiempo relativamente corto. 
Además, el queso tipo Dambo puede ser de masa ciega, facilitando la detección 
de ojos irregulares, rajaduras o cavernas originados por la alteración 
mencionada. Por otra parte, esta variedad es una de las más exportadas de la 
producción nacional (Sørensen y Benfeldt, 2001; Panizzolo et al., 2011; Falchi et 
al., 2023). 
 
 
2. Materiales y métodos 
 
2.1 Selección de cepas de C. tyrobutyricum causantes de hinchazón tardía 

en queso tipo Dambo 
 
Las cepas 175.1, 193.5, 206.2 y 206.6 de C. tyrobutyricum pertenecientes a la 
colección de la Unidad de Tecnología de los Alimentos - Facultad de Agronomía, 
provenientes de quesos con signos de hinchazón tardía, y la cepa C. 
tyrobutyricum ATCC 25755, fueron evaluadas y seleccionadas para su posterior 
uso como cepas contaminantes en las elaboraciones queseras, donde se estudió 
la capacidad de las cepas 26 y 95 de prevenir el crecimiento de Clostridium y 
evitar la aparición de hinchazón tardía. 
 
La evaluación de las cepas de C. tyrobutyricum se realizó en dos etapas, primero 
se analizó su interacción con el cultivo iniciador primario (Lactococcus lactis R-
704) empleado en la producción de queso tipo Dambo, para detectar algún tipo 
de acción inhibitoria ejercida por el cultivo iniciador contra las cepas clostridiales. 
En segundo lugar, se determinó la concentración mínima de esporas de cada 
cepa que es necesaria para provocar la alteración en el tipo de queso elaborado. 
Las cepas causantes de mayor alteración fueron seleccionadas para emplearlas 
como cepas contaminantes en los estudios de biocontrol a realizar en los quesos. 
 
El estudio de la interacción entre las cepas de C. tyrobutyricum y L. lactis                
R-704, se realizó por determinación del NMP de esporas clostridiales por la 
técnica de tres diluciones con tres repeticiones (Touraille y Bergère, 1974), en 
tubos de leche UHT ésteril sellados anaeróbicamente con parafina, bajo tres 
condiciones experimentales: 1) co-cultivo de cepa de C. tyrobutyricum y L. lactis 
R-704; 2) cepa de C. tyrobutyricum en ausencia de la cepa R-704; 3) L. lactis R-
704 cultivada sola. En el estudio se emplearon suspensiones de esporas de cada 
cepa de C. tyrobutyricum preparadas como se describe en el punto 2.3 del 
capítulo I y ajustadas a 106 esporas/mL. A partir de éstas, se sembraron 100 µL 
en los tubos correspondientes. La cepa R-704 fue inoculada en los tubos (100 
µL) a partir de un cultivo con 24 h de crecimiento en caldo MRS, ajustado a                 
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104 UFC/mL mediante absorbancia a 620 nm. En los tubos sembrados con la 
cepa de C. tyrobutyricum y el cultivo de L. lactis, primero se inoculó la cepa de 
R-704 y los tubos fueron incubados a 37 °C durante 24 h en aerobiosis, luego se 
adicionó la cepa de C. tyrobutyricum y se sellaron anaeróbicamente con parafina 
estéril. Los tubos inoculados únicamente con la cepa R-704 se cultivaron en 
aerobiosis a 37 °C por 24 h previo a ser sellados con parafina estéril. Todos los 
tubos fueron incubados a 37 °C durante siete días antes de determinar el NMP 
de esporas clostridiales. 
 
Con respecto a la determinación de la concentración mínima de esporas de C. 
tyrobutyricum requerida para producir el defecto en queso tipo Dambo, a escala 
de laboratorio se elaboraron quesos de esta variedad contaminados con 
suspensiones de esporas clostridiales ajustadas a 106 UFC/mL inoculadas a 
dosis final de 1000, 3000 y 40000 esporas/L de leche en el momento de 
incorporar el fermento. Los quesos fueron elaborados siguiendo el protocolo 
descripto en el ítem 2.2 de este capítulo. En los días 15, 30, 45 y 60 de la etapa 
de maduración, se determinó el Número Más Probable (NMP) de esporas 
clostridiales por la técnica de tres diluciones con tres repeticiones, presentes en 
los quesos y éstos fueron inspeccionados visualmente para detectar signos del 
defecto en la masa del queso: rajaduras, ojos irregulares o cavernas. También 
se determinó el NMP de esporas clostridiales presentes en la leche empleada en 
todas las elaboraciones. 
 
2.2 Elaboración de queso tipo Dambo a escala de laboratorio 
 
El protocolo de elaboración se estandarizó considerando un volumen inicial de 
15 L de leche cruda que fue suministrada por la estación experimental del Centro 
Regional Sur de Facultad de Agronomía. La leche se pasteurizó a 65 °C durante 
30 min. y fue enfriada hasta alcanzar 38 °C para incorporar CaCl2 y el fermento 
R-704 (Chr. Hansen, Dinamarca) siguiendo en ambos casos las indicaciones de 
los fabricantes. La leche se incubó a 36 °C durante 30 min. y se adicionó la 
quimosina CHY-MAX® (Chr. Hansen, Dinamarca) que se dejó actuar durante 40 
min. La cuajada obtenida fue cortada, luego se retiraron 4.5 L del suero lácteo 
liberado y 3.75 L de agua estéril a 68 °C se adicionaron durante 20 min. bajo 
agitación. La cuajada fue transferida a seis moldes de 250 g. Los moldes fueron 
prensados durante 4 h., incrementando progresivamente la presión hasta 
alcanzar 3 Kg de presión sobre cada molde. Los quesos fueron desmoldados, 
mantenidos en salmuera al 23 % NaCl durante 2 h y oreados en heladera por 12 
h. Las hormas se maduradas en una cámara de maduración a 15 ± 2 °C, por 60 
días (Rosero Lomas y Guacales Gualavisi, 2013; Escobar et al., 2014; Falchi et 
al., 2023). 
 
2.3 Estudio de la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95 en queso tipo 

Dambo 
 
La actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus, fue 
evaluada en quesos de tipo Dambo contaminados con esporas de cepas de C. 
tyrobutyricum causantes de hinchazón tardía. Las elaboraciones queseras se 
realizaron a partir de 15 L de leche cruda, siguiendo el protocolo descripto en el 
ítem 2.2 de este capítulo. Una vez que la leche fue pasteurizada y adicionada 
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con CaCl2 y el fermento R-704, se repartió entre tres recipientes de acero 
inoxidable (5 L por recipiente) para producir quesos en tres condiciones 
experimentales: 1) queso control sin incorporación de la cepa anticlostridial ni 
cepa de C. tyrobutyricum, 2) queso contaminado con esporas clostridiales 
(control positivo de hinchazón tardía), 3) queso que contiene a la cepa 
anticlostridial y a la cepa de C. tyrobutyricum (condición de confrontación). Las 
suspensiones de esporas clostridiales fueron preparadas como se describe en 
el ítem 2.3 del capítulo I, se ajustaron a 106 esporas/mL y fueron sembradas en 
la leche a la mínima concentración necesaria para causar el defecto de 
hinchazón tardía. Las cepas 26 y 95 fueron previamente cultivadas en leche de 
acuerdo a los resultados obtenidos en el ítem 3.4 del capítulo II, se ajustaron a 
107 UFC/mL, y fueron inoculadas al 1 % en la leche de las preparaciones 
queseras correspondientes. Todos los ensayos experimentales se realizaron por 
duplicado. 
 
En la leche cruda y en los quesos con 45 y 60 días de maduración se determinó 
el NMP de esporas clostridiales por la técnica de tres diluciones con tres 
repeticiones, en tubos conteniendo caldo RCM (Reinforced Clostridium Medium) 
que se sellaron anaeróbicamente con parafina (Touraille y Bergère, 1974). 
Asimismo, se cuantificó el contenido de ácido butírico existente en los quesos 
analizados mediante cromatografía de gases, con la finalidad de emplear este 
parámetro como otro indicador del desarrollo de bacterias ácido butíricas en las 
tres condiciones experimentales. La extracción del ácido butírico se realizó 
siguiendo la metodología descripta por Zeppa et al. (2001) con modificaciones. 
A partir de cada queso se colectaron 5 g que fueron resuspendidos en 25 mL de 
la solución de extracción compuesta por H2SO4 10 mM y n-hexano (calidad ACS, 
Sigma-Aldrich, USA) en partes iguales. La suspensión fue homogeneizada en 
Stomacher durante 10 min. a 260 rpm, y centrifugada a 10000 rpm por 10 min. a 
4 °C. La fase acuosa fue extraída con jeringa y filtrada (diámetro poro de 0.45 
µm). El análisis cromatográfico se realizó siguiendo la metodología de Nalepa et 
al. (2018) en un cromatógrafo de gases Agilent, modelo 8860, empleando una 
columna de polietilenglicol (PEG) de la marca HP-INNOWAX (30 m x 1.00 µm x 
0.537 mm) (Agilent Technologies, USA) con un flujo de 1 mL/min. En la columna 
se inyectaron 2 µL de muestra. Las condiciones de temperatura aplicadas en el 
equipo consistieron en una primera etapa a 130 °C durante 3 min., un posterior 
aumento progresivo de 5 °C/min. hasta alcanzar 180 °C, que se mantuvo durante 
7 min. Luego, la temperatura fue incrementada en un gradiente de 10 °C/min. 
hasta llegar a 240 °C, que se mantuvo constante por 10 min. Cada muestra se 
analizó por triplicado. La concentración de ácido butírico presente en las 
muestras analizadas se determinó a partir de los cromatogramas obtenidos, 
empleando una curva de calibración construida con una solución estándar de 
ácido butírico 0.32 M (anexo III). 
 
Por otra parte, en los quesos con 45 y 60 días de maduración, se analizaron los 
parámetros fisicoquímicos de proteína cruda por el método de Kjeldahl (AOAC 
2023, método 984.13), materia grasa por el método de Soxhlet (AOAC 
International, 2023, método 920.39) y extracto seco (AOAC International, 2023, 
método 930.15). La finalidad del análisis fue determinar si los quesos elaborados 
con las cepas bioprotectoras presentaban cambios en los parámetros 
considerados respecto a los valores de referencia fijados por la reglamentación 
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para el queso Dambo (MERCOSUR/GMC/RES Nº 29/96, 2011; Comisión del 
Codex Alimentarius, CXS 264-1966, 2022).  
 
 
3. Resultados y discusión 
 
3.1 Selección de cepas de C. tyrobutyricum causantes de hinchazón tardía 

en queso tipo Dambo 
 
Las cepas 175.1, 193.5, 206.2, 206.6 y ATCC 25755 de C. tyrobutyricum, fueron 
previamente evaluadas respecto a su interacción con L. lactis R-704, para 
detectar posibles efectos inhibitorios. En el estudio se determinaron los 
recuentos de NMP de las cepas al ser confrontadas y en ausencia de 
confrontación. En la tabla 1 se presentan dichos resultados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos, en todos los ensayos realizados los 
recuentos de esporas clostridiales fueron superiores al cultivar las cepas de        
C. tyrobutyricum en presencia de L. lactis R-704 que al crecerlas como cultivos 
puros, en consecuencia, L. lactis R-704 no ejercería ningún tipo de actividad 
anticlostridial contra las cepas evaluadas. Cabe mencionar que los elevados 
recuentos de esporas clostridiales en presencia del cultivo iniciador, podrían 
deberse a que L. lactis R-704 durante su crecimiento produce ácido láctico y 
Clostridium es capaz de emplear este metabolito como fuente de energía, por lo 
tanto, la cepa L. lactis R-704 podría promover el desarrollo de                                
Clostridium (Silvetti et al., 2018). 
 
Con respecto a la determinación de la concentración mínima de esporas de C. 
tyrobutyricum requerida para producir el defecto en queso tipo Dambo, el análisis 
fue inicialmente realizado para la cepa C. tyrobutyricum ATCC 25755, pero no 
se detectaron signos de hinchazón tardía en ninguno de los quesos elaborados 
en los tiempos en que éstos fueron analizados. Los valores de NMP de esporas 
clostridiales determinados en los quesos en dichos tiempos de maduración se 
muestran en la tabla 2. En base a los resultados obtenidos, se decidió evaluar la 
ocurrencia de hinchazón tardía por las restantes cepas de C. tyrobutyricum, 
empleando una dosis contaminante de 40000 esporas/L en las elaboraciones 

Tabla 1: NMP de esporas clostridiales en tubos de leche UHT en tres 
condiciones experimentales: 1) cepa de C. tyrobutyricum cultivada sola;         
2) co-cultivo de C. tyrobutyricum y L. lactis R-704; 3) cepa de L. lactis R-704 
sola. 
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queseras. Asimismo, se ajustaron los tiempos de muestreo a 30, 45 y 60 días de 
elaborar los quesos. La figura 1 presenta los datos de NMP determinados en los 
quesos producidos con dichas cepas contaminantes, así como fotos de la masa 
interna de las hormas analizadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1: Valores de NMP (esporas/g) presentes en quesos contaminados con cepas 
de C. tyrobutyricum a los 30, 45 y 60 días de su elaboración. Las fotos muestran el 
estado de la masa interna de los quesos en los tiempos mencionados. Se incluyen 
los valores de NMP (esporas/L) en la leche empleada en las elaboraciones queseras.  
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Como se aprecia en la figura 1, las cepas 175.1, 206.2 y 206.6 causaron 
hinchazón tardía en los quesos contaminados. En el caso de las cepas 175.1 y 
206.2 el defecto fue detectado a los 60 días de la elaboración, mientras que en 
los quesos que contenían a la cepa 206.6, la alteración fue detectable a partir de 
los 45 días de su producción. Considerando que los quesos contaminados con 
las cepas 206.2 y 206.6 presentaron mayor deterioro y concentraciones de 
esporas clostridiales más altas que los elaborados con la cepa 175.1, se decidió 
seleccionarlas para su uso como cepas contaminantes en los quesos donde 
posteriormente se evaluó la efectividad de las cepas 26 y 95 para inhibir el 
desarrollo de Clostridium y prevenir la ocurrencia de la alteración. 
 
3.2 Estudio de la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95 en queso tipo 

Dambo 
 
La efectividad de la actividad anticlostridial producida por las cepas 26 y 95 fue 
evaluada en queso tipo Dambo, empleando las cepas 206.2 y 206.6 de C. 
tyrobutyricum como cepas contaminantes. En los quesos producidos se 
determinó el NMP de esporas clostridiales y la concentración de ácido butírico a 
los 45 y 60 días de maduración. Los resultados obtenidos para ambos 
parámetros en las tres condiciones experimentales, fueron comparados 
estadísticamente en los tiempos mencionados (tablas 3 y 4). Asimismo, los 
quesos fueron inspeccionados para detectar signos de hinchazón tardía (figura 
2). 
 
 
 
 
 

 
 

Tabla 3: Recuento de NMP de esporas clostridiales, contenido de ácido butírico y evaluación 
de hinchazón tardía, en quesos contaminados con las cepas 206.2 y 206.6 de   
C. tyrobutyricum, en presencia y ausencia (control) de la cepa anticlostridial 26 de 
Lacticaseibacillus.  

*1 Los recuentos de NMP en el día 0 fueron determinados en la leche empleada en las 
elaboraciones queseras (esporas/L). 

*2 ND: No determinado. 
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Tabla 4: Recuento de NMP de esporas clostridiales, contenido de ácido butírico y evaluación 
de hinchazón tardía, en quesos contaminados con las cepas 206.2 y 206.6 de                              
C. tyrobutyricum, en presencia y ausencia (control) de la cepa anticlostridial 95 de 
Lacticaseibacillus.  

Figura 2: Quesos con signos de hinchazón tardía, 
contaminados con C. tyrobutyricum, sin adición de 
cepa anticlostridial. En a) y b) quesos con 60 días de 
maduración de la confrontación de la cepa 26 con 
las cepas 206.2 (a) y 206.6 (b). En c) y d) quesos 
correspondientes a la confrontación de las cepas 95 
y 206.6 en los días 45 (c) y 60 (d) de maduración. 

*1 Los recuentos de NMP en el día 0 fueron determinados en la leche empleada en las 
elaboraciones queseras (esporas/L). 

*2 ND: No determinado. 
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Con respecto a los valores de NMP de esporas clostridiales existentes en los 
quesos, los ensayos experimentales correspondientes a la interacción entre la 
cepa 26 y la cepa 206.6, así como los pertenecientes a la cepa 95 con las cepas 
206.2 y 206.6, se detectaron diferencias significativas (p < 0.05) a los 45 y 60 
días de maduración entre la condición de confrontación y los quesos a los cuales 
sólo se adicionó la suspensión de esporas (control positivo). En el caso de los 
ensayos experimentales realizados para evaluar la interacción de la cepa 26 con 
la cepa 206.2, sólo se detectó diferencia significativa entre las condiciones 
experimentales ya mencionadas a los 60 días de maduración. En todos los 
casos, los quesos correspondientes a los controles positivos presentaron valores 
de NMP superiores a los existentes en los quesos elaborados en la condición de 
confrontación. El NMP de esporas más bajo detectado en los quesos afectados 
por hinchazón tardía fue 27500 esporas/Kg. Es necesario indicar que no existe 
un valor mínimo de NMP de esporas clostridiales establecido para la ocurrencia 
de la alteración, porque varios factores influyen en su desarrollo. Algunos de 
estos factores son la(s) cepa(s) de Clostridium presente(s) en los quesos, el 
sinergismo entre diferentes especies de Clostridium y los parámetros 
fisicoquímicos que inciden las distintas etapas del proceso de elaboración 
quesera, entre ellos se encuentran la temperatura empleada en la cocción de la 
cuajada, el contenido de sal que debe adquirir el queso producido, el contenido 
de humedad de la variedad considerada, así como la temperatura y el tiempo de 
maduración (Ruusunen et al., 2012; Brändle et al., 2016; Podrzaj et al., 2020; 
Qian et al., 2022). Por la razón anterior, en la bibliografía se encuentran distintos 
valores mínimos de NMP de esporas clostridiales en quesos necesarios para el 
desarrollo del defecto, que se ubican en el rango de 50 a 10000 esporas/Kg 
(Burstcher et al., 2020; Morandi et al., 2022; Qian et al, 2022; Velasco et al., 
2025).  
 
Con respecto al contenido de ácido butírico en los quesos a los 45 y 60 días de 
maduración, en las tablas 3 y 4 puede observarse que la concentración del 
compuesto fue significativamente mayor en los quesos correspondientes al 
control positivo, que en los quesos en los cuales se confrontaron las cepas 26 y 
95 con las cepas de C. tyrobutyricum (p < 0.05). La figura 3 compara 
cromatogramas correspondientes a los quesos elaborados en el ensayo 
experimental entre las cepas 26 y 206.2, con 60 días de maduración. 
 



109 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Además de los parámetros evaluados, los quesos producidos fueron 
examinados en los tiempos mencionados para detectar posibles signos de 
hinchazón tardía. En el caso de los estudios realizados con la cepa 26, la 
alteración sólo fue detectada los 60 días de elaboración en los quesos que sólo 
contenían las esporas de las cepas 206.2 y 206.6 (figuras 2a y 2b). Dichos 
quesos presentaron concentraciones de 93.8 y 35.5 mg/Kg, respectivamente. En 
referencia a los ensayos experimentales hechos para evaluar la interacción entre 
la cepa 95 y la cepa 206.6, se observaron señales de hinchazón tardía a los 45 
y 60 días de maduración en los quesos correspondientes a la cepa 206.6 sola 
(figuras 2c y 2d). Las concentraciones de ácido butírico en dichos quesos fueron 
30.6 y 58.0 mg/Kg, respectivamente. En cuanto a los estudios efectuados para 
analizar la actividad anticlostridial de la cepa 95 contra la cepa 206.2, ninguno 
de los quesos presentó signos visibles del defecto.  
 

Figura 3: Cromatogramas correspondientes a los quesos con 60 días 
de maduración, elaborados para evaluar la interacción de las cepas 26 
y 206.2. En verde: queso control, en rojo: queso contaminado con la 
cepa 206.2 y en azul: queso sembrado con ambas cepas.   
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Algunos trabajos científicos han intentado correlacionar la concentración mínima 
de ácido butírico en quesos con la ocurrencia de hinchazón tardía. Los valores 
críticos reportados en dichas investigaciones se encuentran en el rango de 100 
- 400 mg/Kg (Garde et al., 2012; Lamichhane, 2019; Bonazza et al., 2025). En 
los quesos elaborados en este estudio, que presentaron el defecto, los niveles 
detectados de ácido butírico fueron menores a los valores antes mencionados. 
Sin embargo, el desarrollo de este defecto depende de varios factores, entre 
ellos el tipo de queso considerado, su tiempo y temperatura de maduración, así 
como la(s) cepa(s) de Clostridium presente(s) en el queso, puesto que la 
producción de ácido butírico es una propiedad cepa-dependiente. Otro aspecto 
a considerar es la posible ocurrencia de sinergismo entre especies distintas de 
Clostridium (Brändle et al., 2016; Podrzaj et al., 2020; Qian et al, 2022). También 
debe tenerse en cuenta que parte del ácido butírico no proviene de la 
fermentación ácido butírica, sino que se origina en el proceso de lipólisis durante 
la maduración quesera (Garde et al., 2012; Lamichhane, 2019). Además, la 
solubilidad de los gases CO2 y H2, que son los verdaderos responsables de los 
defectos visuales en la horma, depende del pH de la masa del queso, el 
contenido de sal en fase acuosa y la temperatura de maduración (Truong et al., 
2017; Lamichhane, 2019; Lamichhane et al., 2021). De acuerdo a los resultados 
obtenidos para los parámetros evaluados en el estudio, las cepas 26 y 95 fueron 
capaces de inhibir el desarrollo de las cepas de C. tyrobutyricum empleadas en 
queso tipo Dambo durante los 60 días que duró el análisis, y prevenir la aparición 
del defecto de hinchazón tardía.      
 
En los quesos producidos se analizó el contenido de proteína cruda y materia 
grasa en base seca, así como el contenido de humedad (materia seca) a los 45 
y 60 días de maduración para determinar si dichos parámetros difirieron de lo 
estipulado en la reglamentación para el queso tipo Dambo. Debe aclararse que 
el reglamento vigente sólo define el rango porcentual de materia grasa y el 
porcentaje mínimo de materia seca que este producto debe tener. En cuanto a 
los niveles de proteína cruda tomados como referencia en este estudio, 
corresponden a los valores usualmente existentes en los quesos de masa 
semidura (Lynch et al., 2002; Bojanić-Rašović et al., 2013; Mamo et al., 2020; de 
Boer et al., 2025). Las tablas 5 y 6 muestran los datos determinados en el 
estudio. En base a los resultados obtenidos, en todas las elaboraciones 
realizadas los parámetros analizados a los 45 y 60 días presentaron valores 
acordes con los rangos de referencia. Estos resultados sugieren que el empleo 
de las cepas 26 y 95 como cultivos adjuntos en la producción de queso Dambo 
serían compatibles con las características fisicoquímicas del producto final.    
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* Valores expresados en base seca. 

* Valores expresados en base seca. 

Tabla 5: Análisis fisicoquímico de quesos tipo Dambo con 45 días de maduración, elaborados 
para evaluar la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95, contra las cepas 206.2 y 206.6 
de C. tyrobutyricum. 

Tabla 6: Análisis fisicoquímico de quesos tipo Dambo con 60 días de maduración, elaborados 
para evaluar la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95, contra las cepas 206.2 y 206.6 
de C. tyrobutyricum. 
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4. Conclusión 
 
Los resultados obtenidos en los análisis microbiológicos y fisicoquímicos 
realizados en queso tipo Dambo, para evaluar la actividad anticlostridial de las 
cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus, sugieren que el empleo de estas cepas 
como cultivos iniciadores adjuntos es adecuado para evitar el desarrollo de C. 
tyrobutyricum y prevenir la ocurrencia de hinchazón tardía, sin afectar las 
propiedades fisicoquímicas del producto final. Si bien C. tyrobutyricum es el 
principal causante de hinchazón tardía en queso, se considera necesario realizar 
futuros estudios sobre la actividad inhibitoria de las cepas 26 y 95 en queso, 
contra cepas de otras especies de Clostridium que también son causantes 
frecuentes del defecto. Asimismo, resultaría interesante efectuar estos estudios 
en otras variedades de quesos. En base a estas investigaciones será posible 
determinar el alcance del biocontrol ejercido por las cepas de Lacticaseibacillus 
contra Clostridium y definir su posible uso como cultivos iniciadores. 
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Capítulo IV. Identificación y análisis genómico de las cepas 26 
y 95 
 
 
1. Introducción 
 
La selección de cepas microbianas para su empleo como cultivos iniciadores en 
la elaboración de productos alimentarios, no sólo se basa en su caracterización 
a nivel tecnológico, también debe asegurarse que dichas cepas tengan status 
GRAS (Generally Recognized As Safe), es decir, no representan un riesgo para 
la salud del consumidor (García-Díez y Saraiva, 2021; Souza et al., 2022; Rossi, 
2023). En este sentido, la identificación en forma inequívoca de las cepas a nivel 
de especie o subespecie, es un requisito indispensable al evaluar su inocuidad 
(Costa et al., 2022; Souza et al., 2022). 
 
En muchos géneros bacterianos la identificación de las cepas puede lograrse 
mediante análisis fenotípico, a través de pruebas bioquímicas, morfológicas y 
fisiológicas, y/o empleando técnicas de análisis genotípico, como son la 
secuenciación del gen del ARNr 16S o de la región ITS del ARNr 16S-23S, 
análisis de restricción del ADN ribosomal amplificado (ARDRA), polimorfismo de 
longitud de fragmentos de restricción (RFLP) y la hibridación ADN-ADN (Sabat 
et al., 2017; Huang et al., 2018; Kim et al., 2021a,b; Laref y Belkheir, 2022; 
Stoppani et al., 2023). Sin embargo, los métodos mencionados tienen baja 
capacidad de discriminación entre especies del género Lacticaseibacillus, a 
causa de la elevada similitud de sus secuencias genómicas (Huang et al., 2018; 
Grujović et al., 2022; Torres-Miranda et al., 2022; Grabner et al., 2023). Las 
técnicas moleculares que resultan más efectivas para identificar a los miembros 
de este género bacteriano son el análisis de secuencias multilocus (MLSA) de 
varios genes esenciales y conservados (genes housekeeping), y la 
secuenciación del genoma completo (WGS) y su posterior análisis bioinformático 
(Huang et al., 2018; Lau et al., 2018; Kim et al., 2022; Grabner et al., 2023). Cabe 
indicar que la técnica WGS consigue una mayor resolución taxonómica que el 
estudio por MLSA, porque considera todo el genoma del microorganismo en 
lugar de algunos genes. En consecuencia, la identificación es más precisa 
(Huang et al., 2018; Jensen et al., 2021; Wittouck, 2021; Garavaglia et al., 2023).  
 
Un aspecto a destacar del análisis genómico completo su enorme potencial para 
la caracterización integral de los microorganismos. Esta herramienta no solo 
permite identificar taxonómicamente una cepa, sino también explorar en 
profundidad su repertorio genético mediante estudios de anotación de genes. 
Dichos análisis posibilitan la detección de elementos genéticos de interés, como 
genes de resistencia a antibióticos, plásmidos, profagos y genes involucrados en 
la biosíntesis de bacteriocinas (Kim et al., 2021b; Grujović et al., 2022; Torres-
Miranda et al., 2022; You et al., 2023). En el contexto de la biotecnología 
alimentaria, los datos obtenidos a partir del análisis genómico resultan 
fundamentales para determinar la inocuidad, estabilidad genómica y desempeño 
funcional de las cepas utilizadas como cultivos iniciadores o complementarios. 
Con respecto a este punto, la detección de genes de resistencia a antibióticos 
en el genoma bacteriano podría suponer un riesgo para la salud pública, por la 
posibilidad de su transferencia mediante plásmidos o transposones a 
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microorganismos patógenos existentes en la leche o el queso (Chen et al., 2024; 
Floris et al., 2025). Por otro lado, los profagos impactan negativamente en la 
producción de alimentos fermentados, porque al ingresar en el ciclo de 
proliferación lítica, provocan la muerte de las células infectadas. En 
consecuencia, hay una menor carga de células viables capaces de llevar a cabo 
los procesos metabólicos deseados, lo que puede afectar la calidad del producto 
final y el rendimiento productivo (Fernández et al., 2017; Jarocki et al., 2023). Por 
otra parte, la detección de genes asociados a la biosíntesis de bacteriocinas 
constituye un aporte de alto valor, ya que complementa la caracterización 
fisicoquímica y funcional de los compuestos peptídicos antimicrobianos. La 
identificación in silico de estos genes no solo permite corroborar la producción 
de bacteriocinas previamente detectada experimentalmente, sino también 
predecir la existencia de nuevas moléculas con potencial actividad 
antimicrobiana. De este modo, el estudio genómico amplía significativamente la 
comprensión del potencial bioprotector de una cepa, y proporciona una 
perspectiva más completa sobre su rango de acción y su potencial aplicación 
biotecnológica (Cañaveral Sánchez et al., 2022; Queiroz et al., 2022; Zhang et 
al., 2025). 
 
En este capítulo se presentan los resultados obtenidos del análisis de 
secuenciación del genoma completo de las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus. 
Los análisis realizados tuvieron por objetivo identificar a nivel de especie a dichas 
cepas, así como detectar posibles genes de resistencia a antibióticos, plásmidos, 
profagos y genes asociados a la biosíntesis de bacteriocinas.  
 
2. Materiales y métodos 
 
2.1 Extracción de ADN genómico 
 
Las cepas 26 y 95 fueron crecidas en caldo MRS a 37 °C durante 24 h. Los 
cultivos resultantes se centrifugaron a 10000 rpm por 5 min. para obtener los 
pellets. Éstos fueron resuspendidos en 200 µL de buffer TE (10 mM Tris HCl, 1 
mM EDTA, pH 8.0) y a partir de ellos se extrajeron los ADN bacterianos con el 
kit comercial GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, 
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración y pureza de 
los ADN extraídos fueron evaluadas en un espectrofotómetro NanoDrop ND-
1000 (Quigley et al., 2012; Rodrigues, 2016). 
 
2.2 Secuenciación de los genomas bacterianos y análisis bioinformático 
 
Los ADN bacterianos fueron secuenciados por Macrogen Korea (Seúl, Corea del 
Sur) mediante la plataforma Illumina HiSeq con lecturas pareadas de 151 pb, 
utilizando la librería TruSeq Nano DNA (350). Los reads resultantes fueron 
filtrados con la herramienta Fastp (v. 0.12.0), aplicando un umbral de calidad 
Phred ≥ 20 y una longitud mínima de 30 pb (Chen et al., 2018). Además, se 
eliminaron de los reads las secuencias PolyG y PoliX superiores a 10 pb. Los 
genomas bacterianos fueron ensamblados con el algoritmo SPAdes (v. 3.15.3) 
considerando contigs de longitud ≥ 1000 pb (Prjibelski et al., 2020). La calidad 
de los ensamblados producidos se evaluó con las herramientas QUAST (v. 5.3.0) 
(Gurevich et al., 2013), y BUSCO (v. 5.13) empleando el predictor Prodigal para 
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la detección de genes ortólogos de copia única altamente conservados (Manni 
et al., 2021). La identificación de las cepas a nivel de especie se realizó 
comparando las secuencias de los genomas ensamblados con las secuencias 
genómicas de las cepas de referencia L. casei ATCC 393, L. paracasei subsp. 
paracasei 8700:2, L. rhamnosus 1.0320, L. zeae subsp. silagei NCIMB 15474, 
disponibles en la base de datos del National Center for Biotechnology Information 
(NCBI)  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/).  
 
La anotación general de los genomas ensamblados se realizó con la herramienta 
Bakta (v. 1.9.4) (Schwengers et al., 2021). Empleando la herramienta EggNOG 
(v. 5.0), se identificaron las proteínas ortólogas codificadas y éstas fueron 
agrupadas en familias evolutivamente conservadas para predicir su función 
(Cantalapiedra et al., 2021). El análisis de genes de resistencia a antibióticos y 
compuestos desinfectantes (genes AMR) se realizó con las herramientas 
AMRFinderPlus (v. 4.0.23), ResFinder (v. 4.7.2) 
(https://genepi.food.dtu.dk/resfinder) y Resistance Gene Identifier (RGI) (v. 6.0.5) 
(https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi) (Camacho et al., 2009; McArthur et al., 
2013; Feldgarden et al., 2019; Bortolaia et al., 2020). En los genomas también 
se buscaron determinantes génicos para factores de virulencia, empleando la 
plataforma VirulenceFinder 2.0 (v. 2.0.5) (Camacho et al., 2009; Clausen et al., 
2018). Además, se predijo el grado de patogenicidad con la herramienta 
PathogenFinder2 (v. 0.5.0) (Ferrer Florensa et al., 2025). La presencia de 
plásmidos en los genomas se analizó con la herramienta PLSDB  (v. 
2024.05.31.v2) (https://ccb-microbe.cs.uni-saarland.de/plsdb2025/search) 
(Galata et al., 2019). La base de datos BAGEL4 (http://bagel4.molgenrug.nl/)  se 
utilizó para identificar genes codificantes de bacteriocinas (van Heel et al., 2018). 
La detección de profagos en los genomas bacterianos se realizó con la 
herramienta Phastest (v. 3.0) (https://phastest.ca/) (Zhou et al., 2011; Arndt et al., 
2016; Wishart et al., 2023).   
 
  
3. Resultados y discusión 
 
3.1 Secuenciación de los genomas bacterianos y análisis bioinformático 
 
Uno de los requisitos para que una cepa pueda ser empleada en la elaboración 
de productos alimentarios es conocer su identidad. En el contexto de la tesis de 
Maestría (Olivera Rodi, 2018), las cepas 26 y 95 fueron identificadas mediante 
la técnica de secuenciación del gel del ARNr 16S, como pertenecientes al género 
Lacticaseibacillus. Sin embargo, la técnica mencionada no logró discriminar 
entre las especies que presentaron mayor porcentaje de identidad, éstas fueron 
L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus y L. zeae. Dicha limitación se debe a la 
elevada similitud que presenta el gen considerado entre dichas especies 
bacterianas. Con el fin de identificar las cepas 26 y 95 a nivel de especie, se 
decidió secuenciar sus genomas completos y compararlos con las secuencias 
de cepas de referencia de las especies antes mencionadas. La tabla 1 muestra 
las principales métricas analizadas por QUAST y BUSCO para evaluar la calidad 
estructural de los genomas ensamblados de estas cepas. Como puede 
apreciarse en la tabla, los genomas analizados presentaron valores de cobertura 
N50 y N90 elevados. En ambos casos, el contig más largo tuvo una longitud 
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adecuada y el porcentaje de pares apareados fue alto. Por otra parte, todos los 
genes analizados por la herramienta BUSCO fueron encontrados. Además, se 
detectaron bajos números de genes fragmentados y duplicados. En resumen, la 
calidad estructural de los ensamblados genómicos resultantes fue adecuada 
para realizar el análisis de identificación de las cepas, y los estudios de anotación 
de genes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con respecto al análisis realizado para identificar las cepas anticlostridiales, las 
tablas 2 y 3 resumen los parámetros evaluados con la herramienta QUAST al 
comparar las secuencias de los genomas ensamblados, con las 
correspondientes a las cepas de referencia consideradas. La identificación se 
basó en la similitud del contenido de GC entre los genomas comparados, y en 
los valores más altos de cobertura y alineamiento respecto a los genomas de 
referencia. Siguiendo dicho criterio, la cepa 26 fue identificada como un 
aislamiento de L. zeae subsp. silagei, mientras que la identidad de la cepa 95 
correspondió a L. paracasei subsp. paracasei. Estas especies forman parte de 

Tabla 1: Métricas de calidad de los ensamblados 
genómicos obtenidos para las cepas 26 y 95 de 
Lacticaseibacillus. 

*: longitud total del genoma bacteriano 
considerando contigs ≥ 1000 pb. 
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la comunidad microbiana de la leche cruda y productos lácteos elaborados a 
partir de ésta (Výrostková et al., 2020; Kim et al., 2021b; Cardinali et al., 2025). 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
La anotación inicial de los genomas ensamblados consistió en detectar genes 
estructurales y funcionales básicos con la herramienta Bakta. La tabla 4 indica la 
cantidad de cada tipo de elemento genético identificado en los genomas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 2: Parámetros evaluados al comparar la secuencia del genoma ensamblado de la 
cepa 26 con las secuencias de los genomas de cepas de referencia de especies y 
subespecies de Lacticaseibacillus. 

*: el contenido de GC en el genoma ensamblado es 47.94 %. 

Tabla 3: Parámetros evaluados al comparar la secuencia del genoma ensamblado de la 
cepa 95 con las secuencias de los genomas de cepas de referencia de especies y 
subespecies de Lacticaseibacillus. 

*: el contenido de GC en el genoma ensamblado es 46.28 %. 

Tabla 4: Anotación general de genes 
detectados en los genomas de las 
cepas 26 y 95.   
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El algoritmo EggNOG permitió identificar las posibles proteínas funcionales 
ortólogas codificadas por los genomas, las cuales fueron agrupadas en 
categorías funcionales COG (Clusters of Orthologous Groups). En el caso de la 
cepa 26, el análisis predijo 2590 proteínas, de éstas 2322 fueron agrupadas en 
47 categorías COG, mientras que 268 no pudieron ser clasificadas porque sus 
funciones son desconocidas y/o se trata de proteínas hipotéticas. En cuanto a la 
cepa 95, se encontraron 2625 proteínas posibles, de las cuales 2324 se 
agruparon en 51 categorías COG. Las proteínas restantes no pudieron ser 
asignadas a ninguna de las categorías funcionales por las mismas razones 
mencionadas para el genoma de la cepa 26. Es importante señalar que las 
proteínas hipotéticas con función de defensa, que se clasifican en la categoría 
COG “V”, fueron 83 y 98 para las cepas 26 y 95, respectivamente. En el anexo 
IV se detallan los resultados de los análisis realizados. 
 
Empleando herramientas bioinformáticas específicas, los genomas 
ensamblados de las cepas 26 y 95 fueron analizados para identificar genes AMR, 
factores de virulencia, plásmidos, profagos y bacteriocinas. Los datos obtenidos 
en los análisis realizados se presentan en la tabla 5. No se detectaron genes 
AMR en los genomas bacterianos con ninguna de los tres softwares empleados, 
considerando un porcentaje de identidad ≥ 85 % y una longitud mínima de 
cobertura de 60 % con las secuencias de las bases de datos respectivas. Estos 
resultados sugieren que las cepas 26 y 95 no contienen genes de resistencia a 
compuestos antimicrobianos capaces de transferirse a otros microorganismos. 
Por otra parte, no se encontraron elementos genéticos asociados a factores de 
virulencia, lo que también hace suponer que las cepas 26 y 95 serían seguras 
para el ser humano. Estudios realizados por otros investigadores con cepas de 
Lacticaseibacillus paracasei han reportado resistencia a vancomicina, 
kanamicina, ciprofloxacina, norfloxacina, eritromicina, cloranfenicol, 
estreptomicina, amikasina, ertapenem, meropenem, cefazolina, cefoperazona, 
ofloxacina, ceftazidime, ceftriaxona, cefepim y tobramicina (Anisimova et al., 
2022; Colautti et al., 2024; Sitdhipol et al., 2025). Con respecto a la resistencia a 
compuestos antimicrobianos en cepas de Lacticaseibacillus zeae, existen pocos 
estudios disponibles. Sólo uno de las investigaciones existentes detectó cepas 
de L. zeae resistentes a los antibióticos ampicilina, clindamicina y eritromicina 
(Výrostková et al., 2020), los restantes trabajos científicos no hallaron cepas 
resistentes a los antibióticos considerados (Inayah et al., 2022; Kim et al., 2022; 
Colautti et al., 2024). Finalmente, con la herramienta PhatogenFinder2 se predijo 
la capacidad patogénica bacteriana de ambas cepas. En ambos casos la 
probabilidad fue baja, 5.07 % para la cepa 26 y 4.02 % para la cepa 95. Si bien 
estos hallazgos son prometedores, su confirmación necesita de evidencias 
producidas en estudios experimentales. La importancia de los distintos análisis 
antes descriptos radica en que, si bien las BAL son reconocidas como GRAS, se 
han reportado casos de endocarditis y bacteriemias en personas 
inmunodeficientes, asociadas a cepas específicas de Lacticaseibacillus (Colautti 
et al., 2023, 2024), en consecuencia, es esencial evaluar la seguridad de 
cualquier cepa que se busque emplear en la elaboración de productos 
alimentarios.  
 
En cuanto a la búsqueda de plásmidos en los genomas, en el caso de la cepa 
95 se identificaron dos plásmidos, pLJ42 (NC_019219.1) y pLPZ3 
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(NZ_CP065157.1). Con respecto a la cepa 26, no se evidenciaron plásmidos 
presentes en su genoma. Estos resultados están en concordancia con otros 
estudios realizados en cepas de Lacticaseibacillus que indican una baja o nula 
presencia de plásmidos integrados en sus genomas bacterianos (Biswas y 
Biswas, 2016; Kiousi et al., 2022; Torres-Miranda et al., 2022; Zhao et al., 2023; 
Kandasamy et al., 2024). 
 
Por otra parte, en los genomas de ambas cepas se detectaron profagos. Este 
hallazgo supone un posible impacto negativo para el uso biotecnológico de 
dichas cepas, porque los profagos pueden activar su proliferación por ciclo lítico, 
provocando la lisis de las células bacterianas infectadas. En consecuencia, el 
número de células viables será menor y por lo tanto los compuestos 
anticlostidiales producidos alcanzarán concentraciones más bajas en la matriz 
del queso, resultando menos efectivos (Fernández et al., 2017; Jarocki et al., 
2023; Shao et al., 2023; Racioppo et al., 2025). 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En los genomas de las cepas 26 y 95 también se localizaron regiones 
potencialmente codificantes para bacteriocinas. En las figuras 1 y 2 se 
representa la arquitectura genómica de los clusters de los genes hallados y el 
alineamiento entre las secuencias de aminoácidos de las bacteriocinas 
predichas y las secuencias de las bacteriocinas homólogas encontradas en la 
base de datos Bagel4. En el caso de la cepa 26 (figura 1), los genes precursores 
de los péptidos antibacterianos fueron detectados en tres regiones genómicas, y 
presentaron homología con las bacteriocinas: Sakacina 674, Carnocina CP52 y 
la cadena beta de la Enterocina X. La Sakacina 674, también denominada 
Sakacina P, es un péptido antimicrobiano de clase IIa, cuya producción fue 
detectada en las cepas Lb674 y LTH673 de Latilactobacillus sakei. Este 
compuesto tiene actividad inhibitoria contra cepas de Listeria monocytogenes, 
Listeria innocua, y cepas de bacterias ácido lácticas como Carnobacterium 
maltaromaticum, Enterococcus faecalis y Loigolactobacillus coryniformis subsp. 
torquens (Mathiesen et al., 2005; Tessema et al., 2009; Ünlü y Özgen, 2024). La 
bacteriocina Carnocina CP52 es un péptido antibacteriano de clase IIa reportado 
en cepas de Carnobacterium piscicola, Lacticaseibacillus casei, 

Tabla 5: Número de genes codificantes para resistencia a 
compuestos antimicrobianos (genes AMR), factores de 
virulencia, plásmidos, profagos y bacteriocinas, detectados 
en los genomas de las cepas 26 y 95. 
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Lacticaseibacillus paracasei, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus 
plantarum y Schleiferilactobacillus harbinensis. El espectro de inhibición de la 
Carnocina CP52 comprende a cepas de Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter, Acinetobacter baumannii y 
Enterococcus faecium (Zhang et al., 2019; Dishan y Gönülalan, 2024; 
Wonglapsuwan et al., 2024; Atanasov et al., 2025; Romyasamit et al., 2025). Con 
respecto a la Enterocina X, es una bacteriocina perteneciente a la clase IIc 
compuesta por dos péptidos, detectada en cepas de Enterococcus faecium, 
Lacticaseibacillus rhamnosus y Lacticaseibacillus paracasei. Dicho compuesto 
tiene actividad antimicrobiana contra Listeria innocua, bacterias 
esporoformadoras como son Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Heyndrickxia 
coagulans y Nillia circulans; también es activa contra Enterococcus faecalis, 
Enterococcus faecium, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis subsp. lactis, 
Lactiplantibacillus plantarum y Latilactobacillus sakei subsp. sakei (Hu et al., 
2010; Dishan y Gönülalan, 2024; Wonglapsuwan et al., 2024; Rahmeh et al., 
2025). En la revisión bibliografía no se han encontrado trabajos científicos que 
hayan evaluado la actividad inhibitoria de las bacteriocinas mencionadas contra 
especies de Clostridium. 
    

 
 

Figura 1: Organización de clusters de genes asociados a la producción de las bacteriocinas 
Sakacina 674, Carnocina CP52 y Enterocina X, en el genoma de la cepa 26 de L. zeae 
subsp. silagei. 
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El análisis del genoma de la cepa 95 encontró cuatro regiones genómicas 
posiblemente asociadas a la síntesis de bacteriocinas (figura 2). Los genes 
codificantes de compuestos antibacterianos que fueron detectados en dichos 
clusters genéticos, presentaron homología con las bacteriocinas Enterolisina A, 
Acidocina 8912 y LSEI 2386. La Enterolisina A es un compuesto peptídico 
termolábil de clase III, detectado originalmente en una cepa de Enterococcus 
faecalis, que inhibe el crecimiento de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 
Listeria monocytogenes, Listeria inoccua, y diversas bacterias ácido lácticas, 
como son Enterococcus faecium, Enterococcus avium, Enterococcus raffinosus, 
Enterococcus gallinarum, Enterococcus casseliflavus, Lactococcus lactis, 
Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Levilactobacillus brevis, 
Latilactobacillus curvatus y Latilactobacillus sakei (Nilsen et al., 2003; Zhang et 
al., 2013; Fujii et al., 2025). La Acidocina 8912 es una bacteriocina sintetizada 
por la cepa TK8912 de Lactobacillus acidophilus, que pertenece a la clase IId. El 
espectro de inhibición del compuesto comprende a cepas de Bacillus subtilis, 

Figura 2: Organización de clusters de genes asociados a la producción de las bacteriocinas 
Enterolisina A, Acidocina 8912 y LSEI 2386, en el genoma de la cepa 95 de L. paracasei 
subsp. paracasei. 
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Bacillus licheniformis, Listeria monocytogenes, Mycobacterium phlei, 
Mycobacterium smegmatis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterococcus faecium, Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus casei (Tahara et 
al., 1996; Herranz Sorribes, 2001; Ahmed et al., 2010; Zouhir et al., 2010; 
Antoshina et al., 2024). La bacteriocina LSEI 2386 fue detectada en cepas de 
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei y Lacticaseibacillus 
rhamnosus. Dicho compuesto peptídico es considerado una bacteriocina 
termoestable de la subclase IId, capaz de inhibir cepas de Listeria 
monocytogenes, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri. También 
se piensa que LSEI 2386 actúa como un péptido señal que coordina procesos 
biológicos entre bacterias de la misma especie (Kuo et al., 2013; Torres-Miranda 
et al., 2022; Wonglapsuwan et al., 2024). Cabe comentar que no hay estudios 
científicos que hayan evaluado la actividad de estas bacteriocinas contra cepas 
de Clostridium. 
 
Debe considerarse que la identificación de genes precursores de bacteriocinas 
no implica necesariamente que los péptidos antibacterianos correspondientes 
sean expresados o secretados por las cepas analizadas. No obstante, la 
presencia de dichos genes evidencia el potencial genético de las cepas 26 y 95 
para la síntesis de compuestos con actividad bacteriocinogénica. En el presente 
estudio se constató experimentalmente la producción de compuestos con 
actividad anticlostridial y características compatibles con bacteriocinas, lo que 
respalda la relevancia funcional de los hallazgos genómicos. A futuro, se 
considera pertinente profundizar en la anotación génica de ambas cepas como 
parte de su caracterización genotípica, y con el fin de confirmar la identidad y el 
modo de acción de las bacteriocinas potenciales detectadas mediante análisis 
bioinformáticos. 
 
 
4. Conclusión 
 
Mediante la secuenciación del genoma completo, se logró identificar a la cepa 
26 como Lacticaseibacillus zeae subsp. silagei, y a la cepa 95 como 
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei. En los genomas ensamblados de 
dichas cepas se buscaron determinantes genéticos de importancia con el 
objetivo de determinar el potencial tecnológico de las cepas para su empleo en 
procesos de producción de alimentos. No se encontraron genes de resistencia a 
compuestos antimicrobianos ni genes codificantes de factores de virulencia, lo 
que sugiere que las cepas 26 y 95 serían seguras para el ser humano. Es 
necesario realizar estudios adicionales para verificar si esto es correcto. Por otra 
parte, en los cromosomas bacterianos de ambas cepas se encontraron profagos, 
lo que podría afectar la efectividad de estas cepas como cultivos bioprotectores. 
En cuanto a la búsqueda de regiones genómicas asociadas a la producción de 
bacteriocinas hipotéticas, el análisis bioinformático del genoma de la cepa 26 
identificó los genes codificantes para la Sakacina 674, Carnocina CP52 y la 
cadena beta de la Enterocina X. En el caso de la cepa 95, se identificaron genes 
precursores para Enterolisina A, Acidocina 8912 y LSEI 2386. Las bacteriocinas 
mencionadas tienen actividad inhibitoria contra diversos microorganismos 
contaminantes, sin embargo, su potencial como compuestos anticlostridiales no 
ha sido reportado previamente. A futuro, se considera pertinente purificar las 
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bacteriocinas producidas por las cepas 26 y 95, para dilucidar su secuencia 
aminoacídica y determinar si se corresponde con alguna de las bacteriocinas 
hipotéticas identificadas por análisis bioinformático. Por otro lado, la 
disponibilidad de los genomas completos de ambas cepas permitirá continuar 
profundizando en la anotación de genes como parte de su caracterización desde 
el punto de vista genotípico.  
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Conclusión general 
 
 
Las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus fueron previamente aisladas de la línea 
de producción de quesos artesanales y seleccionadas por su potencial inhibitorio 
frente a especies de Clostridium causantes del defecto de hinchazón tardía. En 
el marco de esta tesis doctoral, se dio continuidad a esta línea de investigación 
con el objetivo de evaluar la efectividad de la actividad anticlostridial de las cepas 
26 y 95 en quesos, así como su capacidad para prevenir la aparición de dicha 
alteración. Existen dos estrategias para incorporar los compuestos 
antimicrobianos en los alimentos, la modalidad in situ que consiste en adicionar 
las cepas productoras de estos compuestos durante el proceso de elaboración, 
para que los sinteticen en la matriz del alimento, y la estrategia ex situ en la cual 
los metabolitos antimicrobianos son purificados a partir de cultivos preparados 
con las cepas productoras en forma in vitro y posteriormente agregados en el 
producto.  
 
Teniendo en cuenta esta última estrategia, en el capítulo I se evaluaron distintas 
condiciones de crecimiento para obtener extractos concentrados con la mayor 
actividad anticlostridial. Los estudios realizados indicaron que los compuestos 
anticlostridiales sintetizados por las cepas 26 y 95 tienen efecto bactericida, y 
que diferentes cepas de C. tyrobutyricum procedentes de quesos con hinchazón 
tardía, difirieron en su sensibilidad frente a los mismos. Al evaluar la estabilidad 
de los extractos concentrados de ambas cepas, se observó que su actividad 
inhibitoria no se ve modificada en el rango de pH de 4.0 a 7.0, por lo que serían 
compatibles con la acidez desarrollada en el proceso de elaboración de quesos 
semiduros y duros. Además, los extractos concentrados de ambas cepas 
podrían ser almacenados a -18 y -24 °C con pérdidas mínimas en su actividad 
anticlostridial. 
 
La estrategia de producción in situ de los compuestos antimicrobianos, requiere 
evaluar previamente la compatibilidad de las cepas biopreservantes con el 
proceso de elaboración quesera, principalmente su interacción con los cultivos 
iniciadores empleados. En los análisis discutidos en el capítulo II se determinó 
que las cepas 26 y 95 no afectaron la velocidad de crecimiento (constante K) de 
cepas comerciales de Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 
lactis y Lactobacillus helveticus. Tampoco se observó cambios en la tasa de 
acidificación causada por estas cepas en presencia de las cepas anticlostridiales. 
En consecuencia, no se esperaría que interfirieran en la acción de los cultivos 
iniciadores comerciales utilizados para la elaboración de quesos. De acuerdo a 
los datos obtenidos, las cepas 26 y 95 mantienen su viabilidad a las 
concentraciones de sal de las salmueras empleadas en la producción quesera. 
Esto es importante porque dichas cepas son NSLAB, lo que implica que su 
proliferación en el queso, y el efecto biopreservante que ejercen, ocurren en la 
etapa de maduración, por lo que es necesario que conserven su viabilidad luego 
del proceso de salado. Las cepas 26 y 95 no producen cantidades detectables 
de CO2 al fermentar carbohidratos como lactosa, glucosa, galactosa, xilosa ni 
arabinosa. Debido a lo anterior, el empleo de estas cepas como cultivos adjuntos 
de quesería no debería producir ojos no deseados en la masa del queso.  
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Visto que los estudios realizados sugieren que las cepas 26 y 95 podrían ser 
utilizadas en la elaboración de quesos sin afectar el proceso, en el capítulo III se 
evaluó la efectividad de la actividad anticlostridial y prevención de la aparición 
del defecto de hinchazón tardía, al emplear las cepas 26 y 95 como cultivos 
adjuntos en la elaboración de queso tipo Dambo a escala de laboratorio. Varios 
factores pueden incidir en la ocurrencia del defecto de hinchazón tardía como 
son la concentración de esporas clostridiales presentes en la leche, las cepas de 
Clostridium contaminantes, la composición general de la microflora láctea, y los 
parámetros fisicoquímicos del proceso de producción quesera. Estos factores 
influyen en la efectividad de la prevención de la hinchazón tardía por las cepas 
biopreservantes. Teniendo en cuenta lo anterior, y los resultados obtenidos, se 
puede concluir que ambas cepas podrían ser candidatas a ser utilizadas como 
cultivos iniciadores adjuntos para inhibir el crecimiento de Clostridium en quesos, 
previniendo la aparición de hinchazón tardía, sin afectar las características 
fisicoquímicas y de calidad sensorial esperadas para un queso tipo Dambo.  
 
Para poder emplear cepas microbianas como cultivos iniciadores en la 
producción de alimentos, existen ciertos requisitos que deben ser cumplidos, 
como son la identificación de las cepas a nivel de especie y/o subespecie, la 
ausencia de genes de resistencia a compuestos antimicrobianos y genes 
codificantes de factores de virulencia. Estos requisitos brindan información sobre 
la inocuidad de dichas cepas. Dichos análisis fueron abordados en el capítulo IV. 
A través de la secuenciación del genoma completo, la cepa 26 fue identificada 
como Lacticaseibacillus zeae subsp. silagei, y la cepa 95 como Lacticaseibacillus 
paracasei subsp. paracasei. Los estudios realizados no mostraron presencia de 
genes de resistencia a antimicrobianos, ni genes que codifiquen factores de 
virulencia, por lo que las cepas 26 y 95 serían seguras para el ser humano. Sin 
embargo, la presencia de profagos en el genoma de ambas cepas podría 
comprometer su efectividad como cultivos bioprotectores desde el punto de vista 
tecnológico. En referencia a la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95, hay 
evidencia que indica que ésta podría deberse a la producción de bacteriocinas. 
En los genomas de dichas cepas detectaron regiones asociadas a la síntesis de 
bacteriocinas hipotéticas. El análisis bioinformático de L. zeae subsp. silagei 26, 
identificó genes codificantes para la Sakacina 674, Carnocina CP52 y la cadena 
beta de la Enterocina X. En el caso de L. paracasei subsp. paracasei 95 se 
detectaron genes precursores para Enterolisina A, Acidocina 8912 y LSEI 2386. 
Las bacteriocinas mencionadas tienen actividad inhibitoria contra diversos 
microorganismos contaminantes, si bien su acción como compuestos 
anticlostridiales no ha sido descrito previamente. La disponibilidad de los 
genomas completos de ambas cepas permitirá profundizar en la anotación de 
genes como parte de su caracterización desde el punto de vista genotípico. 
 
En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la factibilidad de 
utilizar las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus como cultivos bioprotectores en la 
elaboración de quesos, ya que ambas mostraron actividad anticlostridial efectiva 
frente a cepas de Clostridium asociadas con la hinchazón tardía, sin interferir con 
los cultivos iniciadores comerciales, ni afectar las propiedades tecnológicas, 
fisicoquímicas o sensoriales del producto final. Además, su estabilidad bajo las 
condiciones del proceso quesero y de almacenamiento, junto con la ausencia de 
genes de resistencia o virulencia, refuerzan su potencial aplicación segura y 
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tecnológica. En consecuencia, las cepas 26 y 95 representan candidatas 
prometedoras para el desarrollo de estrategias naturales de biopreservación, 
contribuyendo a mejorar la calidad de los quesos y a reducir la incidencia del 
defecto de hinchazón tardía en la industria quesera. 
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Anexos 
 
Anexo I 
 
1. Ajuste de las condiciones de cultivo para incrementar la producción de 

compuestos anticlostridiales en extractos concentrados 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
  

Figura 1: Gráficas de linealización realizadas a partir de los datos de recuento bacteriano 
(UFC/mL) correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de las cepas 26 (a, b) y 95 
(c, d) al cultivarlas en presencia de glucosa (G) o lactosa (L) combinadas con las fuentes de 
nitrógeno: extracto de levadura, triptona, citrato de amonio, y sin adición de fuente de 
nitrógeno (control).    
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Figura 2: Gráficas de linealización realizadas a partir de 
los datos de recuento bacteriano (UFC/mL) 
correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de 
la cepa 26, al cultivarla a pH 5, 6 y 7 a las temperaturas 
15, 20 y 37 °C.  
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Figura 3: Gráficas de linealización realizadas a partir de 
los datos de recuento bacteriano (UFC/mL) 
correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de 
la cepa 95, al cultivarla a pH 5, 6 y 7 a las temperaturas 
15, 20 y 37 °C.  
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Figura 4: Gráficos de D.O.620 nm en función de 
diluciones seriadas al medio de los extractos 
concentrados pertenecientes a las cepas 26 (a) y 95 
(b), al cultivarlas en caldo MRS modificado (línea roja) 
y caldo MRS sin modificar (línea verde). La línea 
discontinua indica la dilución en la que la D.O. fue el 
50 % respecto al control positivo. 
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2. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC) de extractos 
concentrados de las cepas 26 y 95 de Lacticaseibacillus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5: Gráficas de D.O.620 nm en función de diluciones del extracto concentrado de 
Lacticaseibacillus 26 correspondientes a las cepas de C. tyrobutyricum ATCC 25755 (A), 
175.1 (B), 193.5 (C), 206.2 (D) y 206.6 (E). La línea discontinua indica la dilución en la que 
la D.O. fue el 50 % respecto al control positivo. 
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Figura 6: Gráficas de D.O.620 nm en función de diluciones del extracto concentrado de 
Lacticaseibacillus 95 correspondientes a las cepas de C. tyrobutyricum ATCC 25755 (A), 
175.1 (B), 193.5 (C), 206.2 (D) y 206.6 (E). La línea discontinua indica la dilución en la que 
la D.O. fue el 50 % respecto al control positivo. 
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3. Efecto del pH y la temperatura de refrigeración en la estabilidad de 
extractos concentrados 

 
 
 

 
 
 
 
 
  

Figura 7: Actividad anticlostridial producida por extractos concentrados de las cepas 26 (fila 
superior) y 95 (fila inferior) contra C. tyrobutyricum ATCC 25755, a los 0 (control), 60 y 80 
días de refrigeración a 4 °C (A), -18 °C (B) y -24 °C (C). 
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Anexo II 
 
1. Compatibilidad de cepas BAL anticlostridiales con cepas BAL 

empleadas en fermentos 
 
 

  

Figura 1: Gráficas de linealización realizadas a partir de los datos de recuento bacteriano 
(UFC/mL) correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de la cepa 26 y cepas BAL 
comerciales al ser confrontadas (dispositivo) y en ausencia de confrontación (control). 
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Figura 1 (continuación): Gráficas de linealización realizadas a partir de los datos de 
recuento bacteriano (UFC/mL) correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de la 
cepa 26 y cepas BAL comerciales al ser confrontadas (dispositivo) y en ausencia de 
confrontación (control). 
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Figura 1 (continuación): Gráficas de linealización realizadas a partir de los datos de 
recuento bacteriano (UFC/mL) correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de la 
cepa 26 y cepas BAL comerciales al ser confrontadas (dispositivo) y en ausencia de 
confrontación (control). 
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Figura 2: Gráficas de linealización realizadas a partir de los datos de recuento bacteriano 
(UFC/mL) correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de la cepa 95 y cepas BAL 
comerciales al ser confrontadas (dispositivo) y en ausencia de confrontación (control). 
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Figura 2 (continuación): Gráficas de linealización realizadas a partir de los datos de 
recuento bacteriano (UFC/mL) correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de la 
cepa 95 y cepas BAL comerciales al ser confrontadas (dispositivo) y en ausencia de 
confrontación (control). 
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Figura 2 (continuación): Gráficas de linealización realizadas a partir de los datos de 
recuento bacteriano (UFC/mL) correspondientes a la fase de crecimiento exponencial de la 
cepa 95 y cepas BAL comerciales al ser confrontadas (dispositivo) y en ausencia de 
confrontación (control). 
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Anexo III 
 
1. Estudio de la actividad anticlostridial de las cepas 26 y 95 en queso tipo 

Dambo 
 

                                                
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Cromatograma correspondiente a una solución estándar de ácido butírico                  
0.32 M. 

y = 0,5202x + 1,9486
R² = 0,9996
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Figura 2: Curva de calibración para cuantificación de ácido butírico 
(mg/mL) en quesos partir del área bajo la curva del cromatograma. 
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Anexo IV 
 
1. Secuenciación de los genomas bacterianos y análisis bioinformático 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 1: Clasificación de proteínas ortólogas codificadas en el 
genoma de la cepa 26, según función biológica (categorías COG). 
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Tabla 2: Clasificación de proteínas ortólogas codificadas en el 
genoma de la cepa 95, según función biológica (categorías COG). 
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Tabla 3: Sistema COG de clasificación de proteínas según sus funciones 
biológicas. 


